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L’évolution trés particuliére et souvent silencieuse des tuber- 
cules cérébraux chez l’homme pose une question de pathogénie 
qui n’a pas encore été résolue et qu'il nous a paru intéressant 
d’étudier. La méthode la plus indiquée pour élucider ce pro- 
bléme serait évidemment |’isolement des bacilles responsables 
de telles lésions, car il permettrait l’étude de leurs caractéres 
biologiques et peut-étre la reproduction expérimentale de la 
maladie. 

Malheureusement, le diagnostic de tuberculome cérébral se 
fait en général sur la table d’opération ou de nécropsie, et non 
au lit du malade, et il est exceptionnel que le bactériologiste 
puisse procéder & un prélévement dans les conditions requises 
pour en assurer le succes. 

Faute jusqu’aé présent d’une occasion favorable, nous avons 
da nous borner a étudier, au point de vue histologique, la réac- 
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tion locale observée chez le lapin a la suite de l’inoculation 
intracérébrale (par une technique que nous décrirons) de 
diverses souches de bacilles de Koch connues et classées d’une 
part, récemment isolées et identifiées d’autre part. 

Ces recherches nous ont donné des résultats assez démons- 
tratifs pour que nous jugions bon de les exposer aveg quelques 
détails et d’en tirer les conclusions qui s’imposent. 

Nous n’ignorons pas que ]’infection tuberculeuse expérimen- 
tale des centres nerveux a déja été réalisée par divers procédés 
et nous passerons rapidement en revue les techniques utilisées 
et les résultats observés par nos prédécesseurs. 


* 
* 


Il semble que ce soit Louis Martin qui ait obtenu, en 41898, 
les premiéres méningites tuberculeuses expérimentales en 
inoculant de fortes doses de bacilles de Koch dans le liquide 
céphalo-rachidien du lapin, 4 travers les ligaments occipito- 
atloidiens. Les animaux qui présentaient des symptémes 
méningés et des paralysies dés la troisiéme semaine, ne survi- 
vaient guére plus d’un mois. 

Manwaring, en 1912, usa d’une technique différente : il 
enlevait a des chiens, au trépan, une rondelle d’os du crane, 
bouchait & la paraffine et laissait la plaie cutanée se cicatriser. 
Dans un deuxiéme temps, une aiguille assez longue pour 
traverser la peau, la paratfine et le lobe frontal jusqu’a la base 
du crane, introduisait les bacilles de Koch dans l’espace 
subdural. Manwaring obtenait ainsi une méningite tubercu- 
leuse qui tuait animal aprés une période de paralysie. 

Austrian, en 1917, employa la méme technique mais prati- 
qua également des inoculations dans le canal rachidien du 
lapin entre deux vertébres lombaires. Sur un ensemble de 25 
souches bovines et 15 souches humaines, toutes de faible viru- 
lence, la généralisation de linfection fut constatée deux fois 
avec les souches bovines, une seule fois avec les souches 
humaines. La méningite basilaire était fréquente. 

Au point de vue histologique, cet auteur notait les péri- 
vascularites lymphocytaires au niveau des méninges, les exsu- 
dats & monocytes, la diffusion des lésions aux sillons, la 
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présence de tubercules. La durée de la maladie — toujours 
fatale — était plus courte avec les souches bovines (neuf a 
quatorze jours) qu’avec les souches humaines (seize a vingt- 
huit jours). 

Feldman (1930) expérimenta principalement avec des organes 
de poules riches en bacilles aviaires. L’introduction de 
0 c. c. 5 de foie de poule dans le cerveau du lapin, apres tré- 
panation, entraine la mort de l’animal au treiziéme jour avec 
lésions caséeuses étendues, mais sans généralisation. 

Les cobayes et les chiens qui résistent & l’inoculation de 
bacilles aviaires par toute autre voie font, & la suite de l’ino- 
culation intracérébrale, une infection rapidement mortelle se 
généralisant au foie et a la rate, parfois au poumon, jamais 
au rein. 

A Vexamen microscopique, l’infiltration, du type monocy- 
taire & topographie périvasculaire, intéressait surtout les sil- 
lons, exceptionnellement la substance cérébrale. Les bacilles 
de Koch, intracellulaires, y étaient trés nombreux. 

Le méme auteur a obtenu, par inoculation intracérébrale 
de bacille humain chez la poule, des lésions méningées 
typiques et, dans un cas, aprés cinquante-six jours, des tuber- 
cules solitaires sous la pie-mére. 

La thése de doctorat de M™* Jousset (1933), étude trés docu- 
mentée sur la méningite tuberculeuse, comporte un chapitre 
de recherches expérimentales dont les résultats, appuyés par 
des examens histologiques, sont particuliérement tmtéressants. 

Par inoculation sous-occipitale, au moyen d’une aiguille 
courbe, de 4/20 de milligramme d’émulsion de bacilles bovins, 
l’auteur obtient chez le lapin une méningite rapidement mor- 
telle (entre le huitiéme et le dix-huitiéme jour) avec para- 
plégie et cachexie. En sacrifiant des animaux chaque jour, 
M"* Jousset a pu suivre les progrés de la réaction méningée, 
tres nette & examen microscopique, mais qui ne s’accom- 
pagne pas en général de granulations visibles 4 J’ceil nu. 
L’infiltration réactionnelle, si dense soit-elle, reste toujours 
diffuse, sans organisation folliculaire, sans cellules géantes, 
ni nécrose. La réaction de la microglie est précoce et mar- 
quée ; la dégénérescence des cellules pyramidales peut étre 
mise en évidence et semble due & une action toxique. On 
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constate, en effet, qu’il n’y a pas de bacilles de Koch dans le 
tissu cérébral, mais seulement dans les infiltrats des méninges, 
des plexus choroides, des gaines périvasculaires ot leur 
nombre augmente rapidement a la période terminale de la 
maladie. 

Les expériences de A. Boquet et Broca [1935] (4) ont été 
faites sur le lapin par le procédé d’inoculation sous-occipitale 
de L. Martin. Elles avaient pour but de déterminer les rela- 
tions de gravité et de durée de la méningite tuberculeuse expé- 
rimentale avec les doses et la virulence de nombreuses 
souches de bacilles de Koch appartenant a différents types. 

Les auteurs constatent Il’apparition d’une méningite, tou- 
jours mortelle, aprés une période d’incubation d’autant plus 
longue que la dose inoculée a été plus faible. Les lésions 
macroscopiques locales sont minimes et d’ordre inflam- 
matoire 

« Le processus essentiel intéresse moins les méninges que les 
centres nerveux, au sein desquels les bacilles pénétrent et ou 
ils répandent leurs substances vrritantes ow toxiques ; la 
méningite ouvre la voie a une encéphalite ou a une encépha- 
lomyélite qui domine alors le tableau symptomatologique el 
lésionnel de l’affection. » 

Les bacilles humains se sont montrés, dans ces expé- 
riences, les moins pathogénes ; les bovins et les aviaires, 
beaucoup plus virulents, paralysent et tuent l’animal dans des 
délais bien plus courts et sensiblement les mémes pour ces 
deux types de bacilles avec lesquels la bacillémie et la propa- 
gation aux viscéres sont de régle. Au niveau des méninges 
cependant, on n’observe presque jamais de lésions granu- 
liques multiples et il n’y a souvent, a l’ceil nu, aucune lésion 
visible. 

Le bacille BCG, en dépit de son origine bovine, ne déter- 
mine aucun trouble aux doses employées avec les autres 
souches (0 milligr. 1). Une dose de 6 milligrammes a été 
nécessaire pour obtenir, dans un cas sur deux, une paralysie 
mortelle. 

Les animaux tuberculeux se sont comportés, vis-a-vis de 


(1) Ces Annales, 55, 1935, p. 8 (Bibliographie). 
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linjection sous-arachnoidienne, sensiblement comme des ani- 
maux neufs et la méningite de surinfection a évolué comme 
la méningite de primo-infection. 


* 
* * 


Les travaux, briévement analysés ci-dessus, montrent que 
introduction dans le liquide céphalo-rachidien de bacilles de 
Koch & la dose de 0 milligr. 04 et au-dessus, détermine des 
troubles nerveux graves et tue ]’animal d’une facon constante, 
Pévolution étant accélérée lorsqu’il s’agit de bacilles bovins 
ou aviaires. Les lésions méningées sont en général minimes 
et il est probable que la mort est due A une encéphalite d’ori- 
gine toxique. 

La technique d’inoculation que nous avons adoptée pour 
réaliser l’infection tuberculeuse des centres nerveux nous per- 
mettra de controler par l’examen histologique la part de la 
réaction méningée et de la réaction encéphalitique en pré- 
sence d’un certain nombre de souches de bacilles de Koch. 


Le lapin étant immobilisé dans un tunnel métallique 4a glissiére 
(modéle japonais), on incise la peau du crane sur une longueur de 
3 centimétres et on perfore la voile osseuse au trépan, 4 gauche de la 
ligne médiane et A la hauteur du rebord postérieur de l’orbite. Une 
aiguille fine de 8 millimétres de longueur plonge alors dans 1’épaisseur 
de l’hémisphére gauche et y introduit 1/20 de cent. cube d’émulsion 
contenant 1/20 de milligramme d’une culture de trois semaines (poids 
net de bacilles de Koch essorés au papier buvard). La plaie cutanée est 


suturée. 


Les animaux inoculés, isolés par groupes de deux, sont 
observés chaque jour et pesés chaque semaine, la date d’appa- 
rition des troubles nerveux étant notée avec soin ainsi que 
leur description. En cas de décés, l’autopsie est pratiquée 
immédiatement, le cerveau et les principaux viscéres sont pré- 
levés en vue d’un examen histologique. Le cerveau est fixé au 
formol de Merck & 20 p. 100, les organes au Bouin. En outre, 
dans chaque série, un animal est sacrifié systématiquement 
soit le dixiéme, le quinziéme jour et le trentiéme jour, soit 
le quinziéme jour, a la fin du premier mois, du deuxiéme et 
du sixiéme. L’évolution des lésions a pu étre suivie pas a pas 
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et a révélé des divergences notables suivant les souches ino- 
culées. Ces divergences paraissent liées au type originel du 
bacille et nous grouperons nos résultats dans trois paragraphes 
distincts, lésions dues au bacille humain, au bacille bovin et 
au bacille aviaire. La réaction due au BCG sera envisagée a 
part. 


A. — BACILLES TUBERCULEUX DE TYPE HUMAIN. 


Tous les bacilles utilisés, provenant de notre collection per- 
sonnelle ou dus a l’obligeance de nos collégues de 1’Institut 
Pasteur, avaient au préalable été l’objet d’une identification 
rigoureuse (caractéres culturaux et biologiques, inoculation 
intraveineuse expérimentale). 

Souche H. D. (Van Deinse) : 

Sauf une légére perte de poids pendant les quinze premiers 
jours, les lapins inoculés n’ont présenté aucun trouble d’ordre 
général, aucun symptéme nerveux. 


Au bout d’un mois, l’animal sacrifié était porteur de plusieurs nodules 
caséeux groupés au point d’inoculation, avec cellules géantes et péri- 
vascularites de voisinage. Ces lésions contenaient des bacilles acido- 
résistants peu nombreux, longs et gréles. Réaction méningée minime. 
Pas de généralisation (D. 106). 

A la fin du deuxiéme mois, \’animal sacrifié présentait un tubercule 
caséeux développé dans un sillon, une réaction histiolymphocytaire du 
tissu cérébral avoisinant, quelques cellules géantes et de nombreuses 
granulations acido-résistantes intracellulaires. Pas de bacilles. Dans le 
poumon, un nodule folliculaire isolé contenait de rares bacilles. Les 
autres organes, normaux (D. 180). 


Souche Cr. B. (Van Deinse) : 
Les animaux inoculés se sont maintenus en bonne santé et 
ont augmenté de poids pendant la période d’observation. 


Chez l’animal sacrifié au quinziéme jour, le cerveau ne montrait 
rien d’anormal en dehors d’une légére infiltration lymphocytaire des 
plexus choroides. Pas de propagation viscérale (D. 325). 

Chez le lapin sacrifié au trentiéme jour, infiltration méningée dis- 
créte, réaction plus marquée des plexus choroides ot 1’on note quelques 
amas épithélioides sans cellules géantes et sans bacilles visibles. Pas 
de généralisation (D. 346). 


Souche L. B. (personnelle, isolée d’une biopsie de lupus) : 
Pas de trouble appréciable pendant la période d’ observation. 
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_Un animal, sacrifigé au trentiéme jour, présentait au point d’inocula- 
tion de petits nodules épithélioides partiellement caséifiés, avec bacilles 
et une infiltration notable des méninges. Le poumon_ contenait de 
rares nodules épithélioides (D. 6). 

A la fin du deuxiéme mois, l’animal sacrifié présentait une infiltra- 
tion lymphocytaire assez marquée des méninges avec rares nodules 
histiocytaires en voie de dissociation. Pas de bacilles visibles. Pas d’auires 


lésions viscérales qu’une infiltration histioleucocytaire diffuse de la 
trame pulmonaire (D. 49). 


Fic. 1. — Souche humaine H. D., un mois. Point dinoculation méningé visible 
a gauche, volumineux tubercule inclus dans la substance blanche et le corps 
strié; pas de diffusion méningée (D 106). Grossissement : 3. 


Souche V. Q. (personnelle, isolée d’une tuberculose verru- 
queuse) : 

Pas de retentissement sur l'état général, pas de signes 
méningés. 


Un lapin, sacrifié au bout d’un mois, était porteur d’un gros nodule 
caséeux avec bacilles, périvascularites de voisinage et réaction méningée 
discréte. Plages épithélioides dans les ganglions trachéaux et le paren- 
chyme pulmonaire, sans autres lésions viscérales (C. 601). 

Un animal, sacrifié au soixante-quinziéme jour, présentait une infil- 
tration histiolymphocytaire diffuse de la pie-mére et des plexus choroides 
avec rares nodules épithélioides non caséeux, sans bacilles visibles. Pas 
de généralisation (D. 38). 
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Souche L. R. (personnelle, isolée d’une biopsie de lupus) : 
Tous les animaux ont été sacriflés en bonne santé apparente. 


Fri. 2. — Souche humaine H. D., deux mois. 


culaire supérieur et latéral, trajet d'inoculati 
cérébrale, infiltration tubercu 


deuxiéme nodule caséeux en plein thalamus (D 180). 


Distension de létage yentri- 
on visible @ travers lVécorce 
leuse de la toile choroidienne mediane ; un 


Grossissement : 8. 


Au quinziéme jour, le cerveau montrait, au point d’inoculation, 


de petits nodules épithélioides A bacilles intracellulaires et des 
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périvascularites de voisinage. Pas de lésions viscérales (Diel32)2 

Au bout d’un mois, l’infiltration lymphocytaire des méninges est 
assez dense, mais les nodules épithélioides sont plus ou moins dissociés 
et ne contiennent pas de bacilles. Dans le poumon, quelques nodules 
folliculaires disséminés, sans bacilles visibles (D. 172). 

Au bout de deux mois, légére trainée réactionnelle, sur le trajet de 
Vaiguille, ot les histiocytes sont rares et contiennent des eranulations 
acido-résistantes. Pas de bacilles, pas de cellules géantes. Pas de propa- 
gation aux viscéres (D. 231). 


Souche L. C. (personnelle, isolée d’un cas de lupus verru- 
queux) : 
Tous les animaux inoculés ont été sacrifiés en bonne santé. 


Au quinziéme jour, les plexus choroides et la bordure ventriculaire, 
infiltrés de lymphocytes, contiennent de petits nodules histiocytaires 
a bacilles rares. Pas de généralisation (D. 264). 

Au trentiéme jour, on note une infiltration lymphocytaire dense ect 
quelques ilots épithélioides groupés au point d’inoculation, avec cellules 
géantes et bacilles rares. Les ganglions trachéaux et la rate contiennent 
des ilots épithélioides sans bacilles (D. 290). 

Au soizante-quinziéme jour, l’examen histologique montre un gros 
nodule histiolymphocytaire en voie de sclérose, non caséifié, et quelques 
cellules géantes ; pas de bacilles, mais nombreuses granulations acido- 
résistantes. Dans le poumon, rares nodules sans bacilles (D. 229). 


Souche V. C. (personnelle, isolée de tuberculose verru- 


queuse) : 
Les animaux ont été sacrifiés en bonne santé apparente. 


Au quinziéme jour, on trouve des nodules caséeux des plexus choroides 
et de la bordure ventriculaire, riches en bacilles. Le poumon et la rate 
contiennent quelques nodules épithélioides (D. 263). 

Au trentiéme jour, large plage caséeuse en plein hémisphére, riche 
en bacilles, et réaction histiofibrocytaire périphérique. Les ganglions 
trachéaux et le poumon montrent des ilots épithélioides sans _ bacilles 
(D. 289). 

Au soizantiéme jour, pas d’autre lésion locale qu’une infiltration 
méningée discréte, et, dans le poumon, de rares nodules réactionnels 


sans bacilles visibles (D. 181). 


Souche A. C. (personnelle, isolée d’un cas d’acné conglo- 


bata) : 
Les animaux incculés ont été sacrifiés en bonne santé. 


Au quinziéme jour, on constate une légere réaction méningée, avec 
infiltration des sillons et périvascularites discrétes, rares bacilles. Un 
tubercule caséeux sous-pleural contient des bacilles (D. 550). 
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Au trentiéme jour, réaction méningée avec nodules épithélioides 
partiellement caséeux, cellules géantes et bacilles. Pas de généralisation 
(E. 12). : 

Au soizantiéme jour, légere infiltration méningée et rares nodules 
épithélioides en bordure des sillons, sans bacilles. Le poumon contient 
un nodule caséeux bien limité avec bacilles (E. 58). 

Au sixiéme mois, pas de réaction méningée ; légére réaction lympho- 
plasmocytaire autour du point d’inoculation avec débris acido-résistants ; 
pas de généralisation (E. 246). 


Souche L. N. (personnelle, isolée d'un cas de lupus) : 
Aucun trouble a signaler chez les animaux, sacrifiés en 
bonne santé. 


les 


Au quinziéme jour, infiltration méningée discréte fusant dans 
sillons. Pas de propagation aux viscéres (D. 344). 

Au trentiéme jour, réaction histiolymphocytaire des plexus choroides 
et de la bordure ventriculaire. Pas de nodules limités, pas de cellules 
géantes, pas de bacilles. Pas de généralisation (D. 365). , 

Au bout de trois mois, on constate la présence d’un gros nodule 
caséeux avec cellules géantes, en voie de calcification ; les bacilles sont 
peu nombreux. Le poumon imontre des flots épithélioides (D. 418). 

Au bout de cing mois, le cerveau présente une large plage caséeuse 
entourée d’un anneau histiocytaire et en voie de calcification. Les 
bacilles sont rares. Pas de généralisalion (D. 509). 


Souche G. A. (personnelle, isolée d’une gomme de la joue) : 

Quatre lapins inoculés par voie intracérébrale n’ont pré- 
senté aucun signe de tuberculose méningée ou viscérale ; 3 ont 
été sacrifiés en bonne santé, le dernier ne manifeste, au qua- 
triéme mois, aucun trouble de l'état général. 


Le cerveau du lapin sacrifié au quinziéme jour montre une infiltra- 
tion lymphocytaire des sillons et des plexus choroides, sans bacilles 
visibles. Pas d’envahissement des autres organes (KE. 89). 

Chez l’animal sacrifié au bout d’un mois, on note une réaction 
lymphohistiocytaire discréte des sillons avec rares nodules non caséeux 
sans bacilles. Les ganglions trachéaux et la trame pulmonaire montrent 
une légére réaction histiocytaire sans bacilles (E. 108). 

Le cerveau du lapin sacrifié au bout de deux mois, réagit encore par 
une infiltration histiolymphocytaire diffuse des sillons sans _ bacilles 
visibles. On trouve, dans le poumon, quelques plages histiocytaires 
sans nodules folliculaires constitués ni bacilles (E. 152). 


De l’ensemble de ces résultats se dégage un fait bien établi, 
la tolérance du lapin a Vinoculation intracérébrale de bacilles 
de Koch du type humain dans les conditions de l’expérience 
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(1/20 de milligramme). L’animal récupére trés vite son équi- 
libre aprés lopération, ne présente pas de signes méningés, 
ni de trouble appréciable de l'état général. 

Il est difficile, A premiére vue, de donner une synthése des 


Fic. 3. — Souche humaine L. B., un mois. Trajet dinoculation ponctué par une 
série de tubercules intéressant de haut en bas les méninges, puis la fimbria 
et les plexus choroides, ensuite le thalamus et la capsule interne, enfin la 
substance grise de l’étage inféro-latéral (D 6). Grossissement: 6. 


Iésions cérébrales observées & la suite de ces inoculations de 
souches humaines. Ces lésions varient depuis [infiltration 
méningée discréte jusqu’aux volumineux abcés caséeux. 
Toutes ces Iésions ont cependant un caractére commun, c'est 
leur tendance régressive, et cela, quel que soit le stade auquel 
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elles parviennent. Cette tendance est assez facile 4 reconnaitre 
histologiquement, elle consiste avant tout dans le désaccord 
singulier qui oppose l’extension des lésions et des réactions 
élémentaires atténuées. 

Une des manifestations les plus remarquables de ce faible 
potentiel évolutif est la persistance, souvent au bout de plusieurs 
mois, de la trainée d’inoculation dans toute l’épaisseur des 
hémisphéres. C’est ainsi que chez le lapin D 418, trois mois 
apres l’injection d’une souche L. N. (isolée d’un lupus) on 
distingue une fissure de 6 A 8 millimétres de long, large de 
| millimétre au plus, pénétrant dans toute l’épaisseur du lobe 
pariétal. De part et d’autre de la fissure, s’observe une zone 
réactionnelle avec éléments épithélioides et cellules géantes 
assez nombreuses. 

Un autre cas particuli¢rement démonstratif (D 6) avait été 
ineculé un mois auparavant avec une autre souche provenant 
d’un lupus, L. B. Ici, Vinfection n’est pas véritablement tra- 
cante comme dans le cas précédent. I] existe une certaine 
discontinuité qui ponctue le trajet de l’aiguille. Seules, cer- 
taines régions ont conservé la trace de l’inoculation : ce sont 
les méninges et le tissu glial sous-6épendymaire. Dans ce cas, 
le trajet de laiguille au niveau de la méninge pariétale, la 
substance grise sous-épendymaire des étages ventriculaires 
supérieurs et inférieurs a laissé une série de points en ligne 
droite dont la réaction est assez vive mais n’a pas progressé 
a plus de 1 millimétre au dela de la trainée d’inoculation. 

Tissu méningé et zone sous-épendymaire sont donc suscep- 
tibles de réagir fortement et d’une maniére assez prolongée 
vis-a-vis des souches humaines, alors que dans le reste du 
parenchyme cérébral les réactions s’éteignent plus rapide- 
ment. Il est intéressant de remarquer que ces deux régions 
sont susceptibles de reviviscence embryonnaire vis-a-vis des 
processus infectieux et donnent naissance & de nombreux 
éléments mobiles, munis de prolongements pseudopodiques 
et doués de propriétés phagocytaires. 

La microglie chez l'embryon nait en grande abondance de 
la zone d’insertion des plexus choroides sur les parois ventri- 
culaires. C’est également cette zone qui, dans nos cas, mani- 
feste une grande activité microglique et se trouve constituer, 
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be méme que chez le foetus, une véritable source de microglie. 
L’injection tracante est loin de s’observer dans chaque cas. 
Il faut, d’ailleurs, pour l’observer avec netteté, étre favorisé 
par une incidence heureuse de la coupe microscopique. La 
réaction habituelle consiste souvent dans une atteinte exclu- 
Sivement méningée ou épendymaire. Le point d’inoculation 


1G. 4. — Souche humaine L. N., cing mois. Enorme foyer abcédé a point de 
Ff départ ventriculaire, limité par une étroite membrane plasmodiale; a droite, 
hydrocéphalie (D 509). Grossissement: 4. 


échappe fréquemment et les constatations macroscopiques 
sont entiérement négatives. Seul, 4 la coupe vertico-frontale, 
un certain degré de distension ventriculaire fait suspecter des 
lésions profondes d’ordre microscopique. 

Les coupes colorées au Nissl, aprés inclusion a la celloidine, 
permettent de déceler d’un coup d’ceil rapide la topographie 
générale des Iésions d’infiltration. Celles-ci se détachent en 
bleu foncé sur un fond presque incolore. L’appréciation d’en- 
semble de l’extension des lésions s’en trouve facilitée dans 
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une large mesure. Les régions méningées profondes, recou- 
vertes par des formations operculaires, sont particuliérement 
infiltrées ; toute la fente cérébrale de Bichat est le siége d'une 
infiltration méningée assez marquée, entourant le mésocéphale 
et le dieneéphale. C’est 14 qu’il faut rechercher Jes derniers 
vestiges réactionnels. 

Les lésions méningées sont maxima au point d’inoculation, 
mais, méme a ce niveau, elles n’atteignent jamais en intensité 
les épais placards lardacés que déterminent, ainsi que nous le 
verrons, les souches bovines. Avec les bacilles de type humain, 
les réactions méningées sont modérées et fugaces; il en résulte 
que l’écorce cérébrale sous-jacente est presque indemne, sans 
infiltration, ni tuberculisation. Les éléments neuroganglion- 
naires n’offrent que des réactions minimes de tumétfaction 
aigué, rarement de liquéfaction ou d’atrophie. Les figures de 
neuronophagie sont exceptionnelles. L’atteinte corticale reste 
superficielle, généralement localisée & la couche moléculaire 
et ne dépasse pas les deux ou trois premiéres couches de 
Brodmann. 

De méme, les plexus choroides, s’ils sont assez souvent 
infiltrés de lymphocytes dans leur axe conjonctif, montrent 
rarement des infiltrats épithéhioides et des tubercules authen- 
tiques, alors que cet envahissement est de régle avec les 
souches bovines. 

L’épendyme est presque toujours indemne au point de vue 
épithélial ; on ne le trouve presque jamais interrompu par 
un tubercule élémentaire, minuscule bourgeon faisant saillie 
dans la cavité ventriculaire. L’infiltration sous-épendymaire, 
par contre, est trés {fréquente surtout dans le voisinage de 
Vinsertion des plexus choroides. 

La réaction conjuguée des plexus choroides et de 1 épendyme 
peut entrainer exceptionnellement la formation d’une hydro- 
pisie volumineuse avec suppuration ventriculaire, probable- 
ment @ la suite de l’oblitération du trou de Monro. Méme dans 
ce cas (D 509), cing mois aprés l’inoculation d’une souche de 
lupus L. N., malgré l’énormité apparente des lésions compri- 
mant & l’extréme le parenchyme cérébral encore normal, l’ani- 
mal paraissait en excellent état. Histologiquement, d’ailleurs, 
les lésions étaient peu évolutives, une étroite couche de plas- 
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modes histiocytaires limitait la cavité abcédée, Vimage évo- 
quant exactement certains kystes cébacés dans lesquels le 
revétement épithélial fait place par endroits A une couche 
plasmodiale d’éléments phagocytaires. 

Il est remarquable de voir comment dans tous ces cas & 
évolution torpide, les éléments épithélioides évoluent insensi- 
blement vers le stade macrophagique et histiocytaire. La libé- 
ration minime de toxines, peut-Ctre dans certains cas leur 
absence compléte, sont certainement la cause de cette évolu- 
tion morphologique, les éléments interstitiels cessant de 
manifester leur imprégnation toxique, développant a l’extréme 
leur pouvoir phagocytaire et revétant l’aspect de macrophages 
d'origine histiocytaire. 

Les tubercules bien individualisés sont rares aprés inocula- 
tion de souches humaines. Ils ne dépassent guére le volume 
d'un grain de mil. Ils se développent généralement dans le 
centre ovale ou dans les noyaux gris centraux. Leur contour 
est ovalaire ou au contraire polycyclique quand ils sont formés 
par l’agglomération de plusieurs petits tubercules élémen- 
taires. La caséification, dans ce dernier cas, est peu étendue, 
les lésions sont surtout constituées par une nappe assez uni- 
forme de cellules épithélioides en mosaique ou dissociées par 
Tcedéme. 

Les bacilles sont localisés surtout dans les placards nécro- 
-tiques, mais on peut les observer assez nombreux dans les 
cellules épithélioides. Au niveau des gaines de périvascula- 
rites, ils manquent absolument. Les périvascularites sont a 
prédominance histiolymphocytaire, les plasmocytes sont peu 
nombreux. Ce n’est que dans le voisinage immédiat des tuber- 
cules ou des zones d’inoculation que ces périvascularites peu- 
vent étre observées. Leur stricte localisation, coincidant avec 
la pauvreté de l’infiltration périlésionnelle, confirme la torpi- 
dité du processus. Leur présence, méme au contact de lésions 
dépourvues de bacilles, montre que ces productions doivent 
étre avant tout considérées au point de vue désintégratif. 

Signalons enfin que la myéline ne présente aucune dégéné- 
ration notable. Méme au contact des périvascularites les plus 
intenses et des tubercules, il n’existe aucune paleur dégéné- 
rative, mais un simple refoulement sans conséquence. 
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En ce qui concerne la généralisation de l’infection par la 
voie intracérébrale, l’atteinte des divers organes est irréguliére 
(une fois sur trois au bout de deux mois) et se manifeste d’une 
facon trés discréte. Elle se borne, en effet, 4 de rares nodules 
folliculaires du poumon, généralement limités et pauvres en 
bacilles ; les ganglions trachéaux sont assez souvent le siége 
de plages épithélioides et la rate peut également en présenter 
(deux fois sur neuf). Le foie et le rein sont toujours indemnes. 


B. — BacILLES TUBERCULEUX DE TYPE BOVIN. 


Il s’agissait de souches de collection ou de souches isolées 
récemment par nous ou nos collégues et soigneusement iden- 
tifiées, 

Souche Bovine I (Van Deinse) : 

Trois lapins inoculés par voie cérébrale sont morts au trei- 
zieme, dix-huitiéme et vingtiéme jour aprés avoir présenté 
un amaigrissement progressif et des troubles paralytiques 
précoces (dés la deuxiéme semaine). 


L’animal mort au treiziéme jour avait une forte réaction méningée 
avec nodules caséeux riches en bacilles et périvascularites denses. Pas 
de généralisation (D. 44). 

Le lapin mort au diz-huitiéme jour présentait des lésions méningées 
comparables au précédent, mais étendues aux plexus choroides (D. 207). 

Chez Vanimal mort au vingltiéme jour, on notait une vaste lésion 
caséeuse a bacilles tres nombreux au point d’inoculation avec périvas- 
cularites de voisinage. Généralisation au poumon et a la rate (D. 54). 


Souche Bovine Vallée (collection Institut Pasteur) : 

Les lapins inoculés se sont cachectisés rapidement, ont pré- 
senté de la parapiégie entre le dixiéme et le quinziéme jour 
et, aprés une période de torpeur, sont morts en dix-sept a 
vingt-deux jours. 


Au diz-septiéme jour, l’examen du cerveau montrait de nombreux 
nodules folliculaires, riches en bacilles, dans les plexus choroides, une 
infiltration lymphocytaire dense et des amas épithélioides de la pie- 
mére. Le poumon était envahi (D. 206). 

Au vingt-deuziéme jour, l'un des animaux était porteur d’un gros 
tubercule caséeux, riche en bacilles, en plein hémisphére ; 1’infiltra- 
tion réactionnelle fusait dans les sillons et les plexus choroides. Le 
poumon et la rate étaient envahis (D. 209). 

Un deuxiéme lapin, mort également le vingt-deuziéme jour, pré- 
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sentait des nodules histiocytaires de l’hémisphére inoculé et des fusées 
réactionnelles dans les sillons et les plexus choroides ; larges plages 
caséifiées, nombreux bacilles. Poumon et rate envahis, avec 
bacilles (D. 60). 


Souche Chr. R. (Van Deinse) : 
Amaigrissement précoce et continu, paralysie au cours de 
la deuxiéme semaine, mort en seize jours & un mois. 


Un animal sacrifié paralysé le quinziéme jour montrait des périvascu- 
larites denses de la pie-mére et des nodules intracérébraux, parfois 
caséeux, riches en bacilles. Propagation au poumon et 8 la rate (D. 262). 

Un lapin mort le seiziéme jour, présentait une infiltration histiolym- 
phocytaire étendue intéressant les méninges, les plexus choroides et 
la majeure partie de l’hémisphére inoculé: larges plages caséeuses a 
bacilles tres nombreux (D. 261). 

Chez l’animal mort au trentiéme jour, de vastes placards caséeux a 
bacilles innombrables et A tendance extensive occupaient l’hémisphére 
inoculé (D. 288). 


Souche V. B. (personnelle, isolée de tuberculose verru- 
queuse) : 

On note l’amaigrissement immédiat et progressif, la para- 
plégie précoce et la mort dans le délai d’un mois. 


Un lapin sacrifié au quinziéme jour était porteur d’un gros nodule 
caséeux, riche en bacilles, de l’*hémisphére, avec périvascularites éten- 
dues et infiltration massive des plexus choroides (D. 314). 

Chez l’animal mort au trenliéme jour, on relevait de grosses lésions 
nodulaires & centre caséeux riches en bacilles, et une réaction 
méningée (D. 277). 


Souche Heemskerke (Van Deinse) : 
La paralysie a été plus tardive (troisiéme semaine) et les 
animaux cachectiques ont été sacrifiés a l’agonie. 


Au quinziéme jour, grosse réaction méningée (D. 486). 

Au vingt-deuxiéme jour, infiltration dense histiolymphocytaire des 
méninges et des plexus choroides ainsi que de la bordure ventriculaire. 

Nodules épithélioides de l’hémisphére. Bacilles nombreux (D. 501). 

Au trentiéme jour, prolifération histiolymphocytaire diffuse, sans 
caséification, bacilles nombreux, périvascularites (D. 518). 


Souche G. B. (personnelle, isolée d’une gomme tubercu- 


leuse) : 
On note la cachexie précoce, la paralysie dés la troisieme 


semaine, la mort vers le trentiéme jour. 
Annales de UInstitut Pasleur, t. 59, n° 3, 1937. AT 
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Un lapin paraplégique, sacrifié au vingt-qualriéme jour, montrait 
une prolifération histiolymphocytaire massive des plexus choroides et 
de Vhémisphére inoculé et des nodules épithélioides non casGeux avec 
bacilles. Poumon et rate envahis (D. 177). 

Un animal sacrifié au trentiéme jour avait une grosse réaction 
méningée et de nombreuses plages épithélioides en partie cas¢ifices, 
riches en bacilles. Propagation au poumon (D. 186). 

Chez le lapin mort au trenliéme jour, on notait un nodule caséeux 
de l’hémisphére entouré de plages épithélioides et de périvascularites 
denses. Le poumon était envahi (D. 205). 


De ces résultals, on peut conclure que toutes les souches 
bovines expérimentées ont tué le lapin, par inoculation intra- 
cérébrale, en vingt-cing & trente-cing jours. La cachexie est 
précoce et progressive ; la paralysie est constante et s’établit, 
pour les membres postérieurs, vers le quinziéme jour. A 
partir de ce moment l’animal, immobilisé, ne mangeant 
gutre, végéte dans la torpeur pendant que Ja paralysie gagne 
les membres supérieurs. 

Les lésions locales sont précoces et sévéres. I] est encore 
possible, dans quelques cas, de reconnaitre le point d’inocu- 
lation au bout de deux ou trois semaines, mais on ne retrouve 
plus, comme dans les expériences avec les souches humaines, 
le trajet de injection a travers [hémisphére cérébral. 

Les lésions déterminées par les bacilles de type bovin ont 
en effet un caractére extenso-progressif des plus marqués. Ce 
caractére se manifeste & tous les stades de l’évolution. 
L’absence de délimitation, la tendance a la diffusion le Jong 
des méninges, des ventricules, des gaines périvasculaires, 
s’observe constamment pour les diverses souches utilisées. 

Les lésions méningées sont généralement considérables, 
elles peuvent constituer de larges placards blanchatres empé- 
tant tous les détails et cachant sillons et vaisseaux. Les Iésions 
méningées ont une consistance ferme, aprés fixation au 
formol. Elles atteignent généralement une épaisseur analogue 
a celle de la couche moléculaire. La formule histologique de 
ces méningites est assez banale, l’infiltration épithélioide pré- 
domine, les cellules géantes sont rares. Au contact du placard 
méningé, linfiltration du cortex cérébral est manifeste. Ce 
sont surtout les éléments microgliques qui se multiplient, 
montrant des formes tubéreuses ou amiboides. I] semble bien 
que linfiltrat méningé, par une sorte de retour embryon- 


INOCULATION INTR\CEREBRALE DE BACILLES DE KOCH 249 


Fig. 5. — Souche bovine Vallée, vingt-deuxiéme jour, Epaisse méningite diffuse 
entourant la totalité du cerveau (base et convexité), infiltration choroidienne 
de tous les étages ventriculaires, infundibulaire, médian et surtout latéraux. 
Infiltration caséeuse irréguliére du thalamus, nombreuses lésions de péri- 
vascularite (D 60). Grossissement: 8. 
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naire, soit une source d’éléments mobiles et rameux dont 
Vactivité phagocytaire est trés accusée. 

Partant du placard méningé, les vaisseaux nourriciers du 
cortex sont le siége de périvascularites intenses qui pénétrent 
profondément vers d’autres foyers tuberculeux. Les périvas- 
cularites n’ont pas ici un simple caractére désintégratil. Les 
éléments adventitiels, multipliés par leur morphologie et leurs 
réactions tinctoriales, évoluent vers le type épithélioide. De 
véritables tubercules élémentaires se constituent ainsi aux 
dépens des gaines de périvascularites et cela en dehors du 
trajet méme d’inoculation. D’ailleurs, la présence de nom- 
breux bacilles acido-résistants est fréquemment constatée au 
niveau de ce type de périvascularites. 

Toute la convexité cérébrale, surtout du céoté inoculé, pré- 
sente des lésions méningées plus ou moins importantes. La 
méningite est peut-étre encore plus accusée dans les régions 
recouvertes par les hémisphéres, en particulier tout autour du 
tronc cérébral avant sa pénétration dans le cerveau. L’infil- 
tration méningée au niveau de la fente de Bichat, ainsi que 
des plexus choroides, est si marquée qu’il est impossible de 
préciser les limites des cavités ventriculaires. 

Certains cas a évolution rapide ne présentent pas de lésions 
méningées aussi accusées, mais leur dissémination n’est pas 
moindre que précédemment et les réactions & grande distance 
de la microglie et des gaines périvasculaires confirment 
V’extension rapide du processus. Dans ces cas, l’atteinte basi- 
laire précoce et l’imprégnation toxique des centres bulbaires 
expliquent la terminaison rapide qui contraste, semble-t-il, 
avec la modération des lésions observées. 

Les plexus choroides, d’une maniére analogue aux 
méninges, montrent une atteinte sévére dans la majeure 
partie des cas. Il ne s’agit plus simplement d’une infiltration 
lymphocytaire de l’axe conjonctif, mais bien d’une tuberculi- 
sation authentique avec production de nombreux éléments 
épithélioides, de larges zones caséeuses, de cellules géantes. 
Les bacilles se révélent nombreux dans presque tous les cas. 
Les plexus choroides présentent parfois une telle réaction 
qu’ils se fusionnent avec le parenchyme nerveux voisin, 
constituant un vaste tubercule a limites mal définies. 
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Les lésions les plus caractéristiques se manifestent au 
niveau du parenchyme nerveux lui-méme. Les tubercules 
déterminés par l’inoculation sont rarement bien délimités, 
ils 6voluent parfois vers une véritable encéphalite avec cen- 
tres caséeux multiples reliés par de nombreuses trainées de 
périvascularites. La névroglie et la microglie réagissent tou- 
jours d’une maniére intense. Un cedéme considérable entoure 
les foyers tuberculeux, les éléments microgliques, courts et 
trapus, multipliés, fournissent, ainsi que des éléments héma- 
togénes, de nombreux macrophages. La névroglie fibreuse 
hypertrophiée aboutit & des formes amiboides. Cette énorme 
accumulation d’éléments réactionnels de toute sorte donne 
un aspect trés caractéristique aux lésions un peu avancées, 
qui évoluent plut6t comme encéphalite que comme tubercule. 

La myéline, qui constitue un des éléments les plus résistants 
des centres nerveux, subit des dégénérescences variées. Au 
voisinage des tubercules existe un halo blanchatre assez large, 
mis en évidence par la méthode de Loyez. Les réseaux tan- 
gentiels de myéline au voisinage de la méninge sont fragiles 
et souvent détruits au contact des infiltrats. 

Dans quelques cas, nous avons pu identifier des zones peu 
étendues, & contours bien définis, dans lesquels la myéline 
avait entiérement disparu. Les foyers circonscrits de démyéli- 
nisation n’ont pas, 4 notre avis, une origine toxique mais 
relévent vraisemblablement des thromboses vasculaires infec- 
tieuses que l’on peut identifier dans la méninge voisine infil- 
trée a Vextréme. 

La propagation au poumon et a la rate a été observée 
fréquemment. 

Ainsi que Boquet et Broca l’avaient signalé dans le 
mémoire cité plus haut, & propos des inoculations intramé- 
ningées, nous avons constaté qu’une souche de laboratoire, 
d’origine bovine, devenue 4 peu prés avirulente pour le lapin 
en injection intraveineuse, se comporte, quand on linocule 
dans le cerveau, comme une souche bovine virulente. 


252 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


C. — BAcILLE TUBERCULEUX DE TYPE AVIATRE. 


Plusieurs souches isolées de tuberculose de la poule ayant 
donné les mémes résultats, nous nous bornerons a relater une 
série d’expériences typique. 


Beas aes | 


Fic. 6. — Souche aviaire Truche, quinziéme jour. Lésions méningées discrétes, 
irréguliéres et diffuses, plus marquées vers la base; atteinte plus nette des 


plexus choroides, foyers diffus encéphalitiques dans le thalamus (D515). 
Grossissement : 6. : 


Souche Truche 6 (Van Deinse) : 
La cachexie est trés rapide et le lapin résiste rarement plus 


de quinze jours, la paralysie commencant dis le début de la 
deuxiéme semaine. 
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Un lapin sacrifié au onziéme jour présentait une réaction méningée 
et des lésions diffuses de -hémisphére avec plages caséeuses et bacilles 
tres nombreux. Le foie et la rate étaient envahis (D. 514). 

Chez Vanimal mort au quinziéme jour, mémes lésions cérébrales, 
meme propagation au foie et a la rate (D. 515). 

Chez un lapin sacrifié mourant au dix-septiéme jour, les plexus 
choroides étaient le siége de nombreux nodules folliculaires caséifiés 
a bacilles innombrables. Généralisation foie et rate (D. 300). 

Un animal, sacrifié @ Vagonie le vingt-quatriéme jour, montrait une 


Fic. 7. — Souche aviaire Truche, quinziéme jour. Aspect histologique des lésions 
& un grossissement moyen (xX 200). Foyer mal délimité de la région thala- 
mique, production irréguliére de cellules épithélioides, nécrose caséeuse 
précoce. 


infiltration massive des méninges, des sillons et des plexus choroides, 
avec nodules épithélioides et bacilles nombreux. Foie et rate 
envahis (D. 529). 


Le bacille aviaire détermine, par inoculation intracérébrale, 
une toxi-infection 4 marche rapide, évoluant vers la. mort en 
moins d’un mois, la paralysie survenant dés le dixiéme jour. 

Les lésions cérébrales observées se rapprochent a bien des 
égards de celles que provoquent les souches bovines. Le trait 
commun, encore plus accusé avec les souches aviaires, est 
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constitué par un pouvoir de diffusion trés marqué. Il est 
impossible de reconnaitre le point d’inoculation et méme un 
un trajet approximatif. Les lésions méningées macroscopiques 
sont peu intenses, on doute parfois de leur existence aprés 
un simple examen a I’ceil nu. 

Histologiquement, les lésions méningées sont indiscutables, 
mais extrémement diffuses. A peine indiquées au niveau de 
la convexité cérébrale, elles sont plus nettes au niveau des 
confluents arachnoidiens avoisinant le tronc cérébral. En tout 
cas, la méninge infiltrée est a peine linéaire et n’atteint jamais 
aux épais placards lardacés déterminés par les souches 
bovines. C’est surtout une infiltration lymphocytaire qui 
caractérise les lésions ; on est frappé de la rareté des cellules 
épithélioides et de l’absence de nécrose caséeuse. Les lésions 
méningées n’offrent & aucun moment [aspect folliculaire et 
on pourrait douter de leur nature tuberculeuse sans la pré- 
sence d’innombrables bacilles acido-résistants. 

Les lésions méningées, diffuses, mais d’intensité moyenne, 
n’entrainent pas dans les couches superficielles du cortex de 
réactions névrogliques. C’est tout au plus si de rares périvas- 
cularites 4 prédominance lymphoide traversent les premiéres 
couches de Brodmann. 

Les plexus choroides, comme dans les expériences faites 
avec des souches bovines, sont presque constamment atteints ; 
cependant, Vinfiltration lymphoide y prédomine, 1|’évolution 
épithélioide des éléments interstitiels n’est pas franche, les 
centres caséeux sont minimes. Les réactions épendymaires 
n’aboutissent pas a la production de bourgeons saillants 
d’épendymite tuberculeuse. L’infiltration est plus diffuse et 
plus étalée. 

Nous n’avons pu déterminer avec les souches de tubercu- 
lose aviaire de tubercules bien délimités. Plus encore qu’avec 
les souches bovines, les lésions du parenchyme nerveux 
évoluent vers le type encéphalitique. Des lésions élémentaires 
tuberculeuses sont réunies par des réactions diffuses, infiltra- 
tions lymphocytaire, microghale, névroglique. 

Les périvascularites dans ces réactions pseudo-encéphali- 
tiques sont toujours intenses. Les cellules épithélioides 
gardent dans cette infiltration parenchymateuse diffuse un 
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développement modéré. Parfois, on a de volumineux macro- 
phages histiocytaires distendus par une accumulation in- 
croyable de bacilles ; image rappelle dans ce cas certains 
globi lépreux. 

La tonte caséeuse, précisément en raison du faible déve- 
loppement de ces lésions élémentaires, reste A 1’état d’ébauche 
et napparait que sous la forme de minces trainées irréguliéres. 

Nous n’avons pu déceler, par la méthode de Loyez, aucun 
indice de dégénérescence myélinique, ni au niveau du centre 
ovale, ni au niveau des plans tangentiels corticaux. 

Quant aux cellules neuroganglionnaires, leur atteinte diffuse 
est indiquée par une mauvaise colorabilité avec la méthode 
de Nissl, des figures de liquéfaction et de tuméfaction aigué, 
lésions qui ne présentent d’ailleurs aucun caractére patho- 
gnomonique et se retrouvent dans la plupart des processus 
toxi-infectieux. Les figures de neuronophagie et les nodules 
dits névrogliques nous ont paru tout a fait exceptionnels. 

L’envahissement du foie et de la rate, a la suite d’inocula- 
tion intracérébrale de bacilles aviaires, constitue un phéno- 
mene constant et précoce. 


1D, = TYNE BCG. 


L’inoculation intracérébrale ne provoque aucun trouble de 
l'état général ; l’observation a été prolongée au dela de six 
mois. 

Un lapin sacrifié & la fin du premier mois présentait, en plein 
hémisphére, un nodule réactionnel histiolymphocytaire contenant de 
nombreux bacilles acido-résistants. Ce nodule, bien limité, ne mani- 
festait aucune tendance extensive ou nécrotique. Pas de réaction 
méningée, pas de périvascularites au voisinage (D. 282). 

Chez un lapin sacrifié & la fin du cinquiéme mois, on notait quelques 
petits flots histiolymphocytaires non caséeux contenant des granula- 
tions intracellulaires. Pas de bacilles. Les autres organes étaient 


normaux (D. 481). 


En soumettant & une séance d’ondes courtes des lapins ino- 
culés un mois auparavant au BCG par voie intracérébrale et 
n’ayant manifesté aucun trouble, on a pu déterminer des acci- 
dents mortels, soit immédiats, soit 4 échéance dilférée, par 
irritation méningée, mais les lésions dues au BCG présen- 
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taient les mémes caractéres régressifs que chez les animaux 
non traités par les ondes. 

La surinfection de lapins inoculés depuis deux mois par 
voie intracérébrale avec des bacilles BCG, pratiquée par la 
méme voie avec des bacilles bovins de virulence éprouvée, a 
été suivie de phénoménes méningés rapidement mortels (trois 
jours dans un cas, huit jours dans l’autre). Mais si la réaction 
congestive était trés accusée et les désordres locaux trés 


Fic. 8. — Souche BCG, deux mois. Persistance d’un nodule bien délimité, histio- 
lymphocytaire, sans cellules géantes, sans nécrose caséeuse, contenant des 
bacilles acido-résistants assez nombreux (D 282), Grossissement : 150. 


marqués du cdoté de la surinfection, la lésion bien limitée pro- 


voquée par le BCG du cété opposé gardait son aspect cicatri- 
ciel et régressif habituel. 


CONCLUSIONS. 


Il est certain que le but initial de nos essais expérimentaux 
na pu étre atteint. Aucun des échantillons de bacilles de 
Koch, de type humain, bovin ou aviaire et de virulence 


INOCULATION INTRACEREBRALE DE BACILLES DE KOCH = 257 


variable, introduit directement dans le tissu cérébral, n’a pu 
réaliser, dans son aspect évolutif ou anatomique, la lésion de 
"homme connue sous le nom de tubercule solitaire cérébral. 

Nous ne considérons pas toutefois cet échec comme définitif 
et nous nous proposons de reprendre ce mode d’expérimen- 
tation sur d’autres animaux, singes par exemple, avec des 
souches sélectionnées, isolées de préférence de lésions ner- 
veuses humaines. 


~~ 


Fic. 9. — Souche BCG, deux mois. La bordure du nodule (dont la figure 8 donne 
la vue d’ensemble) montre, 4 un grossissement moyen (X 250) les détails de 
Vinfiltration réactionnelle et lintégrité du parenchyme voisin. 


Les recherches que nous venons d’exposer nous ont d’ail- 
leurs fourni des renseignements fort intéressants sur le com- 
portement du cerveau vis-a-vis des divers types de bacilles 
tuberculeux. 

La réaction locale, tout comme l’évolution générale de 1’in- 
fection, obéit nettement a l’influence déterminante du type 
originel bacillaire et non a la virulence de la souche inoculée. 

Elle permet donc un contréle histologique précis de lindi- 
cation fournie par le processus évolutif clinique. 
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Et la technique d’inoculation intracérébrale au lapin, telle 
que nous l’avons pratiquée, apparait comme un_ procédé 
d’identification des souches de tuberculose particuliérement 
recommandable en raison de la rapidité et de la précision de 
la réponse qu’elle fournit. 

Un bacille qui ne détermine par ce procédé ni cachexie, ni 
paralysie au bout d’un mois doit étre considéré comme du 
type humain. 

Une évolution rapidement mortelle (moins d’un mois) 
reléve du type bovin ou aviaire. Ce dernier se différencie 
toutefois par lallure suraigué de la toxi-infection (douze a 
vingt-cing jours) et par la diffusion des lésions, le bacille bovin 
provoquant l’apparition de grosses lésions nodulaires caséeuses 
des méninges et du parenchyme cérébral. 

L’inoculation intracérébrale permet donc de différencier les 
souches de tuberculose d’une facon plus rapide et plus rigou- 
reuse que ]’injection intraveineuse & faible dose (qui nécessite 
une période d’observation de deux mois au moins) et que 
Vinoculation intrarachidienne, moins précise, car elle n’ap- 
porte pas de preuves histologiques. 

Ajoutons que le bacille BCG, par inoculation’ intracéré- 
brale, s’est montré incapable de déterminer des troubles géné- 
raux et des lésions locales autres qu’une réaction phagocy- 
taire bénigne et fugace. Ni Je traitement des animaux inoculés 
depuis un mois par les ondes courtes, ni la surinfection par 
des bacilles bovins virulents n’ont réussi & provoquer de 
signes d’activité dans les petits foyers inflammatoires circons- 
crits qu’avait entrainée l’introduction du bacille-vaccin. 

Ces constatations témoignent de la transformation profonde 
et, de toute évidence, irréversible, qu’a subie le bacille bilié 

— de Calmette et Guérin. . 


POUVOIR IMMUNISANT DE DIFFERENTES VARIETES 
DE BACILLES TUBERCULEUX 


par J. WEISSFEILER, E. N. MOROSOWA et E. J. PESINA. 


(Institut central de la Tuberculose, Moscou.) 


Au cours de nos recherches sur la variabilité du bacille 
tuberculeux, nous avons pu obtenir un assez grand nombre 
de souches de ces bacilles ayant comme caractére commun 
leur avirulence pour le cobaye, méme a doses massives. Cer- 
taines de ces souches avaient les caractéres des variétés §, 
décrites par différents auteurs (Birkhaug, Saenz, etc.), d’autres 
étaient pigmentées, comme celle que nous avons décrite 
(Weissfeiler et Kalinina) dans un travail antérieur. Nous pos- 
sédons également des souches isolées de l’organisme humain 
ayant les caractéres des variétés 3, une souche ayant des 
caractéres saprophytiques (croissance rapide a 20°) et des 
souches non acido-résistantes, obtenues au cours de diffé- 
rentes recherches. 

Il était d’autant plus intéressant d’étudier le pouvoir immu- 
pisant de ces différentes souches que des travaux récents 
paraissent avoir établi que les variétés S du bacille tuber- 
culeux se distinguent de la variété R, entre autres, par la 
capacité de donner une immunité plus forte aux animaux 
d’expériences (Négre, Valtis et Bonnefoi, Saenz et Costil, 
Birkhaug, Négre et Bretey, Armand-Delille et Bloch, Valtis 
et Van Deinse, Néegre, Valtis et Bretey). Si les variétés 
obtenues par dissociation du bacille tuberculeux peuvent 
donner une immunité plus forte que les variétés R avirulentes, 
dont le représentant typique est la souche BCG, nous pour- 
rions étre amenés A remplacer la souche BCG par une souche 
meilleure et A augmenter de ce fait l’efficacité de la vacci- 
nation antituberculeuse. 

A ce point de vue, ces recherches ont une importance non 
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seulement théorique, mais également pratique. Saenz et Costil, 
ainsi que Birkhaug, disent, en effet, avoir observé des résultats 
plus favorables par immunisation au moyen de variétés 5 
de BCG qu’au moyen de la variété R. 

Dans un travail antérieur (Weissfeiler et Morosowa), nous 
avons déja établi que les variétés R et S d’une souche pig- 
mentée de bacille tuberculeux ont un pouvoir immunisant 
différent. Mais, contrairement 4 notre attente, la variété R 
a montré un pouvoir immunisant plus fort que celui de la 
yariété S. 

Poursuivant cette étude, nous avons comparé le pouvoir 
immunisant des souches tuberculeuses ci-aprés 

1° La souche BCG qui s’est comportée comme une variété R 
typique. 

2° La variété S, de la souche BCG obtenue par dissociation 
m vitro, 

3° La variété 8; de la souche BCG obtenue par dissociation 
m vitro. 

4° La variété S de la souche humaine Nas... obtenue par 
dissociation i vitro. 

3° Une souche de laboratoire M,; isolée il y a douze ans 
de crachats, ayant perdu peu a peu sa virulence et présentant 
les caractéres de la variété S. 

6° La souche 309 isolée des poumons d’un malade mort de 
tuberculose pulmonaire ; cette souche a les caractéres de la 
variété S. 

7° La souche Berger isolée du contenu gastrique d’un en- 
fant ayant une infiltration tuberculeuse pulmonaire. Cette 
souche également a les caractéres de la variété S. 

8° La souche 8,,; regue de Birkhaug et correspondant par 
ses propriétés au « nouveau type » de bacilles acido-résis- 
tants décrit par Saenz et Costil. 

9° La variété pigmentée de la souche BCG obtenue par dis- 
sociation im vitro. 

10° La variété saprophytique de la souche humaine Nas... 
cbtenue par dissociation im vitro. 

44° La souche non acido-résistante Tersk. obtenue par dis- 
sociation im vitro. 
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Dans chaque série d’expériences, un groupe d’animaux 
était immunisé avec la souche BCG afin de pouvoir apprécier 
et comparer les résultats obtenus par l’immunisation avec les 
autres variétés. De méme, a titre de contréle, nous avons es- 
sayé deux souches de bacilles acido-résistants saprophytes ; 
le bacille de Friedmann et celui de Rabinowitsch. 


MétHope. — Pour |’étude comparée du pouvoir immunisant 
de différentes’ svuches, nous devions utiliser une méthode 
d’épreuve aussi exacte que possible. Dans notre travail pré- 
cédent, nous avons décrit d’une facon détaillée la méthode 
dont nous nous servons. Le principe de cette méthode con- 
siste dans lPuniformité de la vaccination avec 2 milligrammes 
de bacilles, par inoculation sous-cutanée. L’infection des ani- 
maux immunisés se fait toujours du cété opposé, avec une 
dose de 0 milligr. 00001 de bacilles virulents. Les animaux 
immunisés, ainsi que les témoins, sont sacrifiés trois ou quatre 
mois aprés l’infection. A ce moment-la, les animaux de con- 
trdéle ont déja une tuberculose trés avancée. Pour comparer 
les résultats obtenus par les différentes souches, nous établis- 
sons le degré d’infection de chaque animal au moyen d’une 
série de critéres. Nous distinguons trois degrés d’infection 


1° Groupe des animauz &@ tuberculose légére. — Dans ce groupe nous 
n’avons presque jamais de formation d’abcés a Vendroit de linocula- 
tion du bacille virulent. Les ganglions lymphatiques peuvent étre hyper- 
trophiés, mais les organes viscéraux (foie, poumon, rate) ne présentent 
pas d’altérations macroscopiques appréciables. La courbe de poids de 
ces animaux ne baisse pas généralement jusqu’a la mort. 

2° Groupe des animaux @ tuberculose moyenne, — Les animaux de 
ce groupe ont des tubercules isolés sur Ja rate et les poumons ; Je 
poids de ces organes a également augmenteé : la rate de 1 4 2 grammes, 
ies poumons de 9 4 12 grammes. Ces animaux perdent habituellement 
du poids jusqu’a la mort. L’injection sous-cutanée d’une dose mor- 
telle de tuberculine ne provoque pas la mort de ces animaux. 

3° Groupe des animaux a tuberculose séveére. — Ces animaux ont 
presque sans exception un chancre d’inoculation. Ils ont une tubercu- 
lose généralisée des organes internes (poumon, foie, rate). L’injection 
sous-cutanée de tuberculine 4 dose Iéthale provoque la mort de ces 
animaux. 


Il faut avoir dans chaque groupe un assez grand nombre 
d’animaux immunisés, au moins six. Nous pouvons alors ob- 
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tenir des résultats trés exacts. Nous ne pouvons pas accepter 
la méthode utilisée par Négre, qui consiste dans l’autopsie 
des animaux quarante a cinquante jours aprés |’inoculation 
virulente. C’est un temps certainement trop court pour se 
rendre compte du degré d’immunité des animaux. 


PREMIERE SERIE D’ EXPERIENCES. 


Premier GRoupE. — 10 cobayes recoivent 2 milligrammes de culture 
de BCG typique par voie sous-cutanée, le 2 janvier 1935. 

Infection par 0 milligr. 00001 de la souche virulente K,, le 19 fé- 
vrier 1935. 5 animaux sont morts d’infection intercurrente. Les 5 autres 
ont été sacrifiés le 20 juin 1935 : 3 avaient une infection tuberculeuse 
légére et 2 une infection tuberculeuse de degré moyen. 


Druxtime Groups. — 10 cobayes recoivent 2 milligrammes de la 
variété S de la souche Nas par voie sous-cutanée, le 7 janvier 1935. 

L’infection a été effectuée en méme temps et a la méme dose que 
pour le groupe précédent. 

Trois animaux sont morts accidentellement. Les 7 autres ont été 
sacrifiés le 20 juin 1935 : 3 avaient une infection tuberculeuse légére, 
2 une infection moyenne et 2 une infection grave. 


TroistimMe GROUPE. — 10 cobayes recoivent 4 milligrammes de la va- 
riété saprophyte de la souche Nas, par voie sous-cutanée, le li jan- 
vier 1935. 

L’infection a été effecluée en méme temps et a la méme dose que 
pour les groupes précédents. 

2 animaux sont morts prématurément d’une facon accidentelle. Les. 
8 autres ont été sacrifiés le 23 juin 1935 : 1 avait une tuberculose 
légére, 3 une tuberculose moyenne et 4 une tuberculose sévére. 


QUATRIEME GROUPE. — 10 cobayes recoivent par voie sous-cuta- 
née 4 milligrammes de la variété pigmentée de la souche BCG, le 
16 janvier 1935. 

L’infection a été effectuée en méme temps et a la méme dose que 
pour les groupes précédents. 

2 animaux meurent accidentellement. Les 8 autres sont sacrifiés 
le 21 juin 1935 : 1 avait une tuberculose légére, 2 une tuberculose 
moyenne et 5 une tuberculose généralisée, 


CINQUIEME GROUPE. — 9 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
4 milligrammes de Ja souche non acido-résistante Tersk, le 16 jan- 
vier 1935. 

L’infection a été effectuée en méme temps et A la méme dose que 
pour les groupes précédents. 

1 animal est mort prématurément par suite d’une maladie inter- 
currente, un autre est mort de tuberculose généralisée. Les 7 autres ont 
été sacrifiés le 21 juin 1935 ; 3 avaient une tuberculose moyenne et 4 une 
tuberculose sévére. 
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SIXIEME GROUPE. Animauz témoins. 10 cobayes sont infectés A titre 
de contrdle en méme temps que ceux des groupes précédents par 
90 milligr. 00001 de la souche virulente ea: 

5 meurent prématurément d’infection intercurrente. 

2 avaient une tuberculose généralisée. 

Les 3 autres ont été sacrifiés le 21 juin 1935. Ils avaient une tuber- 
culose sévére. 
TABLEAU I. 

DEGRE D'INFECTION TUBERCULEUSE 


‘ NOMBRE 
VACCINES AVEC SOUCHE 


d’animaux 


Faible Moyen Sévére 


BCGiE 

Nas-S. Aa 
Nas-saprophyte . 
BCG-chrom.. 
Tersk.. . 

Non vaccinnés 


Ct OF CR H OO CO 
ww bo oo 19 bo 


En résumé, la plus forte immunité a été obtenue avec la sou- 
che BCG. La variété 5 de la souche Nas a également un pou- 
voir immunisant net, mais moins fort que celui de la souche 
BCG. La variété saprophyte de la souche Nas et la variété 
pigmentée de la souche BCG ont un pouvoir immunisant 
encore plus faible, bien que ces souches aient été employées a 
doses deux fois plus fortes (4 milligrammes). La souche non 
acido-résistante Tersk ne donne pas d’immunité apparente 
puisque, dans ce groupe, il n’y a pas eu un seul animal avec 
une tuberculose légére. 

Cette série d’expériences nous permet d’établir une différence 
nette entre le pouvoir immunisant des variétés d’une méme 
souche. Ainsi la variété pigmentée de BCG donne une immu- 
nité bien moins forte que la souche initiale. De méme la va- 
riété S de la souche Nas donne une immunité plus appréciable 
que la variété saprophyte de cette méme souche. Tout 
comme dans notre travail précédent, nous observons ici un 
pouvoir immunisant relativement faible de la variété pigmen- 
tée. La souche non acido-résistante Tersk, de méme que les 
souches étudiées antérieurement, s'est montrée dépourvue de 
pouvoir immunisant. Il est intéressant de noter que la variété 
S de la souche Nas donne une immunité moins forte que la 
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souche BCG. La variété R de la souche Nas n’a pas été éprou- 
vée en raison de sa virulence. 


DEUXIEME SERIE D EXPERIENCES. 


PremieR GROUPE. — 10 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de ia souche M,., le 25 septembre 1935. 

Infection de ces animaux avec 0 milligr. 00001 de la souche k,, le 
4 novembre 1935. 

2 meurent de penumonie, 1 est mort de tuberculose généralisée. 

Les 7 autres sont sacrifiés le 138 février 1986 : 5 avaient une tuber- 
culose légtre el 2 une tuberculose moyenne. 


Dreuxthme Groupe. — 10 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de la souche BCG, le 28 septembre 1935. 

L’infection a été effectuée en méme temps et a la méme dose que 
pour le groupe précédent. 

2 animaux sont morts accidentellement. Les 8 autres sont sacrifiés 
le 9 février 1936 : 6 avaient une tuberculose légére et 2 une tubercu- 
lose moyenne. 


TroistiME GROUPE. — 10 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de la variété S, de la souche BCG, le 2 octobre 1935, 

L’infection a été effectuée en méme temps et a la méme dose que 
pour les groupes précédents. 

4 animaux sont morts d’infection intercurrente. 

Les 6 autres sont sacrifiés le 9 février 1936 : 4 avaient une tubercu- 
Jose légére et 2 une tuberculose moyenne. 


QUATRIEME GROUPE. — 10 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de la souche 309, le 27 septembre 1935. 

L’infection a été effectuée en méme temps et a la méme dose que 
pour les groupes précédents. 

Dans ce groupe, il n’y a pas eu de mort par infection intercurrente. 
Les animaux ont été autopsiés le 10 février 1986 : 4 cobayes avaient une 
tuberculose légére, 2 une tuberculose moyenne et 4 une tuberculose 
sévere. 


CinguikME GROUPE. — 10 cobayes recoivent par voie sous-cuta- 
née 2 milligrammes de la souche Berger, le 5 octobre 1935. 

L’infection a été effectuée en méme temps et & la méme dose que 
pour les groupes précédents. 

2 cobayes sont morts prématurément, Les 8 autres sont sacrifiés le 
10 février 1936 : 1 avait une tuberculose légére, 3 une tuberculose 
moyenne et 4 une tuberculose grave. 


SIXIEME GROUPE. — 8 cobayes recoivent par vole sous-cutanée 
2 milligrammes de la souche saprophyte Rabinowitsch, le 26 septem- 
bre 1935, 

L’infection a été effectuée en méme temps et & la méme dose que 
pour les groupes précédents. 
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1 animal est mort prématurément d’infection intercurrente, un 
autre de tuberculose généralisée. 

Les 6 autres sont sacrifiés le 13 février 1936 : 1 avait une tubercu- 
lose moyenne et 5 une tuberculose sévére. 


SEPTIEME GROUPE. — 8 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de la souche saprophyte Friedmann, le 2 octobre 1935 

L’infection a été effectuée en méme temps et A la méme dose que pour 
les groupes précédents. 

2 animaux sont morts prématurément, 2 sont morts de tuberculose 
généralisée, 4 avaient une tuberculose sévéere. 


HuirikME GRouPE. — Animauz de contréle. 20 cobayes neufs sont in- 
fectés en méme temps que les 7 groupes précédents avec 0 milligr. 00001 
de la souche K,. 

1 est mort de maladie intercurrente, 5 sont morts de tuberculose géné- 
ralisée. 

Les 14 autres sont sacrifiés le 20 février 1936 : 6 avaient une tuber- 
culose moyenne et 8 une tuberculose sévére. 


TaBsieau II. 


DEGRE D'INFECTION TUBERCULEUSE 
‘ NOMBRE 
VACCINES AVEC SOUCHE 


d’animaux ve athe 
Faible Moven Sévére 


BCG. . 


BCG-S, . 

M-15 

309 . 

Berger .. : ; 
B. Rabinowitsch 
B. Friedmann. 
Non vaccinés . 


co DO DO DO PO 


for) 


Dans cette série le meilleur résultat d’immunisation a été 
obtenu avec la souche BCG. Le pouvoir immunisant de la 
variété S de la souche BCG est trés proche mais moindre que 
celui de la souche initiale. Des résultats analogues sont obtenus 
avec la souche M,,, cependant, dans le lot des animaux vaccinés 
avec cette souche, un cobaye a présenté une tuberculose grave. 
Les souches 309 et Berger ont un pouvoir immunisant encore 
plus faible et le résultat obtenu avec la souche Berger est trés 
proche de celui qu’ont donné dans l’expérience précédente les 
variétés pigmentées et saprophytes des bacilles tubercu- 
leux. Enfin les deux souches de bacilles acido-résistants sapro- 
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phytes sont complétement dépourvues de pouvoir immuni- 
sant. 

Les conclusions que nous pouvons tirer de cette série d’ex- 
périences sont les suivantes 

4 variétés S différentes, comparées entre elles, avaient un 
pouvoir immunisant différent. Une de ces variétés, la souche 
berger, avait un pouvoir immunisant trés faible. On pourrait 
supposer, puisque cette souche a été obtenue par ensemence- 
ment du contenu gastrique, qu'il s’agit d’un bacille acido- 
résistant saprophyte. Cette souche cependant, en comparaison 
avec les saprophytes typiques (Rabinowitsch et Friedmann), 
a un pouvoir immunisant net de méme ordre que celui des 
souches pigmentées. En ce qui concerne la variété 8; du BCG, 
elle a sans doute un pouvoir immunisant moins fort que la 
variété R. 

TROISIEME SERIE D’ EXPERIENCES. 


PREMIER GROUPE. — 8 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de la variété S, de la souche BCG, le 15 juillet 1935. 
Infection des animaux avec 0 milligr. 00001 de la souche virulente K,, 
le 14 septembre 1925. 

Un cobaye est mort prématurément. Les 7 autres sont sacrifiés le 
2 janvier 1936 : 2 avaient une infection tuberculeuse légére, 1 une tuber- 
culose moyenne et 4 une tuberculose sévére. 


DEUXIEME GROUPE. — 8 cobayes recoivent par voie sous-cuta- 
née 2 milligrammes de la variété S, de la souche BCG, le 15 juil- 
let 1935. 

L’infection a été faite en méme temps et a la méme dose que pour 
le groupe précédent. 

1 cobaye est mort prématurément. Les 7 autres sont sacrifiés le 
31 décembre 1935 : 6 avaient une tuberculose légére et 1 une tuber- 
culose sévére. 


TROISIEME GROUPE. — 8 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 
2 milligrammes de la souche BCG, le 15 juillet 1935, 

L’infection des animaux a été faite en méme temps et da la méme 
dose que pour les groupes précédents. 

1 animal est mort d’affection aigué. 

Les 7 autres sont sacrifiés le 31 décembre 1935 : 4 avaient une tuber- 
culose légére, 1 une tuberculose moyenne et 2 une tuberculose sévére. 


QUATRIEME GROUPE. — Animauz témoins. 9 cobayes neufs sont in- 
fectés le 14 septembre 1935 en méme temps que ceux des groupes pré- 
cédents avec 0 milligr. 00001 de la souche K,. 

3 meurent prématurément, 1 meurt de tuberculose généralisée. 
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Parmi les 5 autres, 4 avaient une tuberculose sévére et 1 une tu- 
berculose moyenne. 


Tasieau III. 


a ’ PTIRE 7 
NOMBRE DEGRE D INFECTION TUBERCULEUSE 


VACCINES AVEC SOUCHE 


@animaux 


Séveére Moyen Faible 


Nous voyons dans cette série d’expériences, que la variété 
S, de la souche BCG a montré un pouvoir immunisant plus 
fort que celui de la souche BCG elle-méme. La souche S$, par 
contre, comme dans l’expérience précédente, a un pou- 
voir immunisant plus faible. Il s’ensuit que deux variétés S 
d’une méme souche peuvent se distinguer entre elles par leur 
pouvoir immunisant. Une seule variété S, parmi les 6 souches 
examinées, avait un pouvoir plus fort que celui de la souche 
de Calmette et Guérin. 

Notre tache la plus urgente était donc d’établir par des ob- 
servations étendues sur un plus grand nombre d’animaux 
d’expériences, cobayes et lapins, dans quelle mesure peuvent 
éire confirmés nos résultats concernant la supériorité de la 
variété BCG-S,. D’autre part, étant donné que le plus grand 
nombre des souches étudiées par nous s’est montré moins elffi- 
cace que le BCG, la question se posait de savoir si les résultats 
contradictoires des auteurs francais résultent de ce que les cul- 
tures dont ils se sont servis possédaient des propriétés immu- 
nisantes supérieures a celles des ndétres »? Nous avons ainsi été 
conduits & étudier en méme temps une souche aimablement 
mise a notre disposition par M. Birkhaug, dénommée BCG- 
S,, et qui correspond, d’aprés ses caractéres de culture et sa 
virulence pour le lapin, au « nouveau type » de bacilles acido- 
résistants décrit par Saenz et Costil. Les résultats de l’analyse 
sérologique de cette souche obtenus par W. Schaefer plaident 
également en faveur de son identité avec le « nouveau type ». 

Comme nous l’avons établi dans les expériences précédentes, 
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ainsi que dans d’autres recherches, la culture BCG perd peu 
A peu son pouvoir immunisant aprés un séjour de plus de vingt 
jours 4 l’étuve. C’est pourquoi, pour les recherches ultérieures 
que nous allons décrire, nous avons utilisé des cultures de BCG 
dgées de quatorze a dix-neul jours. L’infection des animaux 
d'expérience était effectuée avec 0 milligr. 00001 d'un mélange 
en parties égales de trois souches humaines virulentes. Les 
lapins ont été infectés par voie veineuse avec 0 milligr. GO4 
de la souche bovine Vallée. 


QUATRIEME SERIE D’EXPERIENCES. 


Trois groupes de cobayes ont été immunisés avec BCG, BCG- 
=, et S,, de Birkhaug. 


PREMIER GROUPE. — 15 cobayes recoivent par voie sous-cutanée cha- 
cun 2 milligrammes de BCG 4gé de quatorze jours le 11 mai 1936, 

Infection avec 0 milligr. 00001 d’un mélange des 3 souches virulentes 
K,, O, M., le 15 juillet 1936. 8 animaux meurent de maladies inter- 
currentes. 

Les 7 autres ont été sacrifiés trois mois et demi apres |infection, 
Ie 1% novembre 1936 : 7 avaient une infection tuberculeuse légére 
et 1 une infection moyenne. 


DrvuxiiME GROUPE. — 20 cobayes recoivent 2 milligrammes d’une 
culture agée de treize jours de la variété BCG-S, le 13 mai 1935, par 
voie sous-cutanée. 

L’infection a été effectuée en méme temps et 4 Ja méme dose que 
pour le groupe précédent. 8 animaux sont morts prématurément de 
pneumonie. 

Les 12 autres ont été sacrifiés le 1°" novembre 1936 : 5 avaient une 


tuberculose légére, 5 une tuberculose moyenne et 2 une tuberculose 
sévere. 


TROISIEME GROUPE, — Immunisation de 20 cobayes avec 2 milli- 
grammes d’une culture agée de treize jours de la souche S,, Birkhaug, 
le 15 mai 1936. 

Infection 4 la méme dose et en méme temps que les groupes précé- 
dents. 12 animaux meurent de penumonie. 

Les 8 autres sont sacrifiés le 2 novembre 1936 : 4 avaient une tuber- 
culose légére, 1 une tuberculose moyenne et 3 une tuberculose grave. 


QUATRIEME GROUPE. — Animaus témoins. 20 cobayes sont infectés 
en méme temps que ceux des trois groupes précédents et avec la méme 
dose de bacilles tuberculeux, le 15 juillet 1936. 12 sont morts préma- 
turément d’infection intercurrente. Des 8 autres un avait une tuber- 
culose légeére, 4 une tuberculose moyenne et 3 une tuberculose séyere. 
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TasLeau LV. 


VACCINES AGE NOMBRE DEGRE D INFECTION TUBERCULEUSE 


de la culture 


avec culture 3 ani 
en jours @animaux 


Faible Moyen Sévere 


ee 


ROG Is = per y ts ght) ss 14 
BCG-S, sa EF 43 
BCGaSP us oi aso 43 
Non vaccinés . 


Nous voyons que le meilleur effet a été obtenu avec le BCG. 
La variété BCG-S, a donné des résultats nettement inférieurs ; 
encore moins favorables ont été les résultats obtenus avec la 
souche S,, de Birkhaug. En comparaison avec les cultures 
jeunes de BCG la variété BCG-S, a done un pouvoir immunisant 
plus faible. 


CINQUIEME SERIE D’ EXPERIENCES. 


Dans cette série nous avons étudié également le pouvoir im- 
munisant des souches BCG, BCG-S, et S,.-Birkhaug sur des 
cobayes. On a utilisé deux doses différentes de bacilles pour 
Vimmunisation et l’infection a été effectuée aprés un délai 
plus long que dans les expériences précédentes, pour établir 
la durée de Pimmunité obtenue. 


Premier GROUPE. — 15 cobayes recoivent 1 milligramme d’une cul- 
ture Agée de seize jours de BCG et 15 cobayes recoivent 0 milligr. 1 de 
la méme culture le 11 mars 1936, par voie sous-cutanée. 

Infection avec 0 milligr. 00001 d’un mélange en parties égales de 3 
souches virulentes K,, O, M. le 15 juillet 1936. Des animaux immu- 
nisés avec | milligramme, 5 meurent prématurément d’infection inter- 
currente; des 9 animaux immunisés avec 0 milligr. 1, 3 meurent de pneu- 
monie. Les survivants sont sacrifiés le 26 octobre 1936. Les 9 cobayes im- 
munisés avec 1 milligramme avaient tous une infection duberculeuse 
légére. Les 6 cobayes immunisés avec 0 miiligr. 1 avaient : 4 une tu- 
berculose légére, 1 une tuberculose moyenne et 1 une tuberculose sévére. 


DreuxtimME GRouPE. — 15 cobayes recoivent 1 milligramme d’une cul- 
ture agée de seize jours de la souche BCG-S, et 15 recoivent 0 milligr. 1 
de la méme culture par voie sous-cutanée le 11 mars 1936. 

Infection des animaux immunisés en méme temps et a la méme dose 
que pour le groupe précédent. De maladie intercurrente meurent 7 co- 
bayes ayant recu 1 milligramme et 9 cobayes ayant recu 0 milligr 1. 
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Les survivants sont sacrifiés le 27 octobre 1936. Les 8 cobayes immunisés 
avec 1 milligramme avaient : 4 une tuberculose légére, 2 une tubercu- 
lose moyenne et 2 une tuberculose sévére. Parmi les 6 cobayes immu- 
nisés avec 0 milligr. 1, 3 avaient une infection légére, 1 une tuberculose 
moyenne et 2 une tuberculose séveére. 


TroistimMe GROUPE, — 15 cobayes recoivent 1 milligramme d’une cul- 
ture Agée de seize jours de la souche S,,-Birkhaug et 15 cobayes re¢oi- 
vent 0 milligr. 1 de la méme culture par voie sous-cutanée le 11 mars 
1936. 

Infection 4 la méme dose et en méme temps que pour les’ groupes 
précédents. De maladie intercurrente sont morts 1] cobayes immu- 
nisés avec 1 milligramme et 8 cobayes immunisés avec 0 milligr. 1. 
Les animaux restant sont sacrifiés le 28 octobre 1936. Les 4 cobayes 
immunisés avec 1 milligramme avaient : 1 une tuberculose moyenne 
et 3 une tuberculose sévére. Des 7 animaux immunisés avec 0 milligr. 1, 
1 avait une infection tuberculeuse légére, 2 une infection. moyenne et 4 
une tuberculose sévére. 


QuUATRIEME GROUPE. — Animauz témoins. Les animaux de contrdle 
sont les mémes que pour la quatriéme série d’expériences. Un cobaye 
avait une tuberculose faible, 4 une tuberculose moyenne et 3 une tu- 
berculose sévére. 


TABLEAU V. 


AGE DOSE DEGRE D INFECTION 


VACCINES NOMBRE tuberculeuse 


de la vaccinale 
avec souche culture en 


(animaux 


en jours milligr. Faible Moven 


BCG . 
BCG-S,. . 


BCG-S,, . 
Non vaccinés. . . 


La sensibilité & la tuberculine des animaux immunisés dans 
cette expérience a été recherchée un mois et trois mois aprés 
Vinjection des émulsions bacillaires, avec 0 c. c. 1 de tuber- 
culine diluée au 1/10. Les résultats obtenus sont les suivants : 
de 14 cobayes vaccinés avec 1 milligramme de BCG, 6 ont donné 
une réaction franchement positive ; de 14 cobayes vaccinés 
avec 0 milligr. 1 de BCG, 3 réagissaient A la tuberculine d’une 
facon intense. Parmi 13 animaux vaccinés avec 1 milligramme 
de la souche BCG-S,, 3 donnaient une réaction positive ; de 
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12 animaux vaccinés avec 0 milligr. 1 de la méme souche un 
seul donnait une réaction franchement positive. Parmi 413 co- 
hayes immunisés avec 4 miligramme de la souche S,, Birkhaug, 
1 réagissait franchement ; parmi les 15 animaux vaccinés avec 
0 milligr. 4 de la méme souche, 2 donnaient une réaction posi- 
tive. Ces résultats concernent les épreuves faites un mois aprés 
Ja vaccination. 

Trois mois aprés la vaccination, la sensibilité & la tubercu- 
line des animaux immunisés avec les 3 souches a diminué d’une 
facon égale. Nous n’avons donc pas pu confirmer les observa- 
tions de Birkhaug qui a trouvé une trés forte sensibilité a la 
tuberculine durant pendant plusieurs mois aprés l’immunisa- 
tion chez les cobayes immunisés avec la souche §,.. 

Les résultats de cette série d’expériences (tableau V), con- 
{irment ceux de l’expérience précédente : la plus efficace des 
trois souches étudiées est le BCG. En second lieu vient la va- 
riété BCG-S, et seulement en dernier lieu la souche S,, de 
Birkhaug. Ce fait est d’autant plus intéressant que dans cette 
série nous avons infecté les animaux avec une émulsion bien 
moins virulente que pour les trois premiéres séries. Valtis 
nientionne, dans son dernier travail, que le pouvoir immu- 
nisant du « nouveau type » doit étre démontré par des infec- 
tions pas trop graves. Nous voyons dans cette expérience é6ga- 
lement, que, malgré la diminution de la dose utilisée pour 
lVimmunisation, de 2 milligrammes a 1 milligramme et méme 
0 milligr. 1, on obtient une immunité appréciable avec ces 
doses aussi. Toutefois une différence nette peut étre observée 
entre les résultats obtenus avec 1 milligramme et avec 0 mil- 
her: 1. 

En ce qui concerne la durée de l’immunité conférée, elle doit 
étre supérieure & quatre mois puisque, aprés ce délai, elle est 
encore tout a fait satisfaisante. 


SIXIEME SERIE D’ EXPERIENCES. 


Le pouvoir immunisant des souches BCG, BCG-S, et Sy, a 
été étudié dans cette expérience sur des lapins. Des lapins ont 
été immunisés en partie par voie sous-cutanée, en partie par 
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voie veineuse. Seule la souche Sy, n’a pas été injectee par 
voie intraveineuse, car, par cette voie, elle provoque, a la dose 
de 5 milligrammes, la mort des animaux. 


PREMIER GROUPE. — 10 lapins regoivent par voie veineuse et 10 lapins 
par voie sous-cutanée 5 milligrammes d’une culture agée de dix-neuf 
jours de la souche BCG je 16 mai 1936. 

Inoculation intraveineuse de 0 milligr, 001 de la souche bovine Vallée, 
le 14 juillet 1936. 2 lapins immunisés par yoie veineuse sont morts 
dinfection intercurrente. 

Les autres sont sacrifiés le 17 novembre 1936, quatre mois apres 
Vinfection. Parmi les 8 animaux immunisés par voie veineuse, 4 avaient 
une tuberculose légére, 3 une tuberculose moyenne, et 1 une tuber- 
culose sévére. Parmi les 10 animaux immunisés par voie sous-cutanée, 
3 avaient une tuberculose légére, 3 une tuberculose moyenne elt 4 une 
tuberculose sévére. 


DeuxizME GRouprE. — 10 lapins regoivent par voie veineuse et 
10 lapins par voie sous-cultanée 5 milligrammes d’une culture 
agée de treize jours de la souche BCG-S, le 13 mai 1936. Infection en 
méme temps et a la méme dose que pour le groupe précédent. 3 ani- 
maux immunisés par voie veineuse et 2 animaux immunisés par 
voie sous-culanée sont morts prématurément. Les animaux restants sont 
sacrifiés le 16 novembre 1936. Les lapins immunisés par voie sous- 
cutanée avaient : 4 une tuberculose légére, 2 une tuberculose moyenne 
et 2 une tuberculose sévére. Les lapins immunisés par voie vei- 
neuse avaient : 3 une tuberculose légere, 2 une tuberculose moyenne, 
ef 2 une tuberculose sévére. 


(y 
ag 


TRoIsizME GROUPE. — 10 lapins recoivent par voie sous-cutanée 
5 milligrammes d’une culture agée de treize jours de la souche S,,. 

Infection en méme temps et a la méme dose que pour le groupe 
précédent. Un lapin est mort d’infection intercurrente prématurément, 

Les 9 autres sont sacrifiés le 20 novembre 1936 : 3 avaient une tuber- 
culose légére, 2 une tuberculose moyenne, et 4 une tuberculose grave. 


Tasieau VI. 


AGE DEGRE D'INFECTION 

VACCINES Rema VOIE NOMBRE tuberculeuse 
avec souche culture |  dinjection 
en jours 


danimau 
Faible | Moyen | Sévére 


19 Sous-cutanée. 
Intraveineuse. 

Sous-cutanée. 

BUG=S ane 13 \inaecoineaee: 


BCG. 


BCGeS eau oy ames 13 Sous-cutanée. 
Non vaccinés . 


= ps lo nm wo 
—— 
PS eNNES 
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QUATRIEME GROUPE. —- Animaux témoins. 14 lapins sont injectés de 
0 milligr. 001 de la souche Vallée en méme temps que ceux des 
groupes précédents, par voie veineuse. Un animal meurt prématuré- 
ment d’infection intercurrente. 2 meurent de tuberculose généralisée 
fe 17 et le 27 octobre. 

Les 11 autres ont été sacrifiés le 10 novembre ; ils avaient : 3 une 


tuberculose légére, 1 une tuberculose moyenne, et 7 une tuberculose 
orave. 
s 


Cette série nous a donné plusieurs résultats intéressants. 
Kr premier lieu, nous voyons que la vaccination intraveineuse 
par le BCG donne un résultat supérieur a Ja vaccination sous- 
cutanée. Par contre, la souche BCG-S, donne a peu prés les 
mémes résultats par les deux voies d’immunisation ; ces 
résultats sont & peu prés équivalents & ceux obtenus par voie 
intraveineuse avec le BCG. Ainsi, dans cette expérience, nous 
avons de nouveau quelques données qui montrent une cer- 
taine supériorité de notre souche en comparaison avec le BCG. 
Enfin, il convient de noter que la souche 8,; de Birkhaug, bien 
quelle ait un effet immunisant plus faible que la 
souche BCG-S,, a donné néanmoins, dans cette expérience, 
des résultats analogues a ceux obtenus par immunisation 
sous-cutanée avec le BCG. 

Comme résultat d’ensemble des trois derniéres  séries 
d’expériences, nous pouvons tirer les conclusions suivantes 
la souche BCG-S, donne une immunité inférieure a celle que 
donne le BCG s’il s’agit pour celui-ci de cultures jeunes. Sur 
les lapins, les résultats obtenus avec BCG-S, sont meilleurs 
que ceux qu'on obtient avec le BCG. La souche BCG-S,, de 
Birkhaug, qui est en réalité un microbe proche du _bacille 
tuberculeux aviaire et identique au nouveau type décrit par 
Saenz et Costil, donne dans toutes les expériences des résultats 
inférieurs & ceux du BCG-S, et égaux a ceux du BCG dans 
les expériences sur les lapins. 

Si nous résumons les résultats de nos six séries d’expé- 
riences effectuées pendant deux ans sur 342 cobayes et 
65 lapins avec 11 variétés différentes de bacilles tuberculeux 
et 2 saprophytes acido-résistants, nous pouvons établir les faits 
suivants 

1° La souche BCG posséde le pouvoir immunisant le plus 
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constant et le plus intense. Toutefois, nous avons observé que 
le pouvoir immunisant du BCG varie avec l’Age de la culture. 
Les meilleurs résultats peuvent étre obtenus avec des cultures 
Agées de dix A quinze jours. Les cultures Agées de vingt-cing 
jours donnent des résultats bien inférieurs. 

2° Parmi 7 variétés lisses « S » avirulentes pour le cobaye 
a la dose de 2 milligrammes, certaines ont un pouvoir immu- 
nisant proche ou dans quelques cas supérieur au BCG : ce 
sont la variété BCG-S,, A un degré moindre la variété BCG-S,; 
et la souche M,;. La variété Nas-S, la souche 309 et la souche 
S,s-Birkhaug ont un pouvoir immunisant inférieur a celui des 
souches précitées. La variété S ayant le pouvoir immunisant le 
plus médiocre est la souche Berger. Par conséquent, la propriété 
immunisante des différentes variétés S sont trés différentes ; 
méme deux variétés S isolées d’une méme souche : BCG-S, 
et BCG-S, se distinguent entre elles. 

3° La variété chromogéne de la souche BCG et la variété 
saprophyte de la souche Nas ont un pouvoir immunisant 
médiocre, & peu prés du méme degré que celui de la souche 
S-Berger. Ce pouvoir immunisant, bien que médiocre, est 
cependant net. Par comparaison avec les résultats obtenus 
dans notre travail précédent avec une autre souche de bacille 
tuberculeux pigmenté, ces deux souches ont cependant un 
pouvoir immunisant inférieur. Done une souche ayant des 
propriétés immunisantes aussi fortes que le BCG, peut donner 
naissance a des variétés chromogénes ayant perdu en grande 
partie ce pouvoir. La variété non acido-résistante Tersk a 
une capacité immunisante encore plus faible. 

4° Les souches acido-résistantes saprophytes de Rabi- 
nowitsch et de Friedmann ne donnent aucune résistance 
contre l’infection virulente ; au contraire, les animaux immu- 
nisés par ces bacilles ont une infection tuberculeuse plus 
grave que les témoins. Ce fait prouve que malgré la parenté 
systématique des bacilles tuberculeux avec les acido-résistants 
saprophytes, leur parenté biologique n’est pas proche. 

L’étude comparative du pouvoir immunisant de diverses 
souches de bacilles acido-résistants permet donc d’établir d’une 
facon assez précise le degré de parenté biologique de ces 
souches avec le bacille tuberculeux. Toutefois, dans ces expé- 
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riences il faut tenir également compte de la possibilité 
d’augmentation de la résistance non spécifique contre la tuber- 
culose, comme nous l’avons déji observé dans le cas du 
staphylocoque doré. Cependant, cette résistance non spéci- 
fique est d’ordinaire peu appréciable. 

3° Outre les différences quantitatives entre le pouvoir immu- 
nisant des diverses cultures, il est A remarquer qu’il y a aussi 
une différence remarquable d’ordre qualitatif entre la tuber- 
culose des animaux immunisés par le BCG et celle des ani- 
maux immunisés par les variétés S. En effet, les cobayes pré- 
munis par le BCG en injection sous-cutanée ne présentent 
pas, méme en cas de tuberculose des organes internes, une 
hypertrophie appréciable des ganglions lymphatiques  tra- 
chéo-bronchiques, cervicaux, mésentériques, etc., en dehors du 
ganglion le plus proche de l’infection (ganglion inguinal). Par 
contre, chez les cobayes immunisés par les variétés S, il existe 
une hypertrophie généralisée du systéme lymphatique, une 
sorte de lymphadénie généralisée, qui parait préluder a 
Vinfection des organes internes. Cette particularité qui mérite: 
d’étre plus attentivement étudiée nous donnera peut-étre une 
explication partielle ou compléte du cours si curieux de la 
tuberculose de homme, également connu par l’atteinte élec- 
tive des ganglions lymphatiques. 

6° Une autre conclusion d’ordre général qui découle de nos 
observations concerne la question du mécanisme d'action 
immunisante des diverses souches, du mécanisme de |’immu- 
nité tuberculeuse que nous obtenons par l’administration de 
bacilles de virulence affaiblie. En effet, Calmette pensait que 
Vimmunité persiste aussi longtemps que des bacilles vivants 
se trouvent dans l’organisme. II expliquait la baisse graduelle 
de l’immunité aprés un certain laps de temps par le fait que 
les bacilles BCG disparaissent au bout de quelques mois de 
lorganisme vacciné. Or, nous avons pu 6établir que les 
variétés S et méme les variétés pigmentées restent vivantes 
chez les animaux vaccinés et peuvent étre obtenues en culture 
méme dans les cas oul ces animaux se montrent peu résistants 
aprés l’infection virulente. La présence de bacilles peu viru- 
lents n’assure donc pas une immunité plus manifeste que celle 
que l’on obtient avec le BCG qui lui-méme disparait bien plus 
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vite de lorganisme. Cette question et ces observations 
méritent une grande attention, vu que le mécanisme de 
Vimmunité tuberculeuse peut ¢tre en partie éclairci par Vuti- 
lisation des différentes variétés. 

7° Un fait intéressant est enfin qu’une quantité aussi 
minime que 0 milligr. 1 de BCG a donné dans la 5° série 
d’expériences une résistance tout a fait satisfaisante contre 
une infection ultérieure. Ce fait est en accord avec les tra- 
vaux récents de Balteanu et Thoma, qui ont trouvé également 
que la dose de 0 milligr. 1 est encore elficace. L’immunité que 
lon obtient par ces petites doses n’est pas non plus d'une 
durée aussi bréve qu’on |’a supposé jusqu’a présent. Méme 
quatre mois aprés la vaccination nous observons une résis- 
tence marquée contre linfection et ceci chez des animaux 
aussi sensibles & la tuberculose que les cobayes. D/’autres 
expériences du D"’ Havas nous ont montré que limmunité 
commence & baisser environ six mois aprés l’immunisation, 
ce qui correspond & peu prés aux observations de Griffith sur 
les veaux vaccinés par le BCG. 

Il nous reste 4 expliquer le fait que notre souche BCG-S, 
s’est montrée supérieure au BCG quant & son pouvoir immu- 
nisant dans la 8° série d’expériences, inférieure dans les 4° et 
5° séries, et de nouveau supérieure dans la derniére expé- 
rience. En premier lieu, on peut supposer que la méthode 
appliquée par nous n’est pas assez exacte pour donner des 
résultats toujours concordants. Cette possibilité, nous devons 
cependant l’exclure, vu que de nombreuses observations faites 
par nous et indépendamment de nous par Gelberg ont prouvé 
que notre méthode ne donne pas de résultats aussi discor- 
dants. Une seconde possibilité est que la souche BCG-S,, au 
cours des réensemencements qui étaient effectués entre deux 
séries d’expériences (six mois) ait perdu son haut pouvoir 
immunisant. Sans doute cette souche ne peut pas étre consi- 
dérée comme un « virus fixe » qui garde ses propriétés indéfi- 
niment. Nous avons observé une certaine tendance de notre 
souche 4 donner des cultures moins typiques de la variété 3, 
surtout quand les cultures restent longtemps a l’étuve. II 
n'est pas exclu que, parallélement a cette inconstance des pro- 
priétés biologiques, il y ait aussi une oscillation des propriétés 
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immunisantes de cette souche. Un troisiéme facteur qui peut 
expliquer les contradictions entre les résultats antérieurs et 
ceux obtenus plus tard, c’est que dans les expériences plus 
récentes nous avons utilisé des cultures de BCG bien plus 
jeunes. 

Il est intéressant de noter que la souche BOG-S, utilisée 
dans deux séries d’expériences en méme temps pour l’immu- 
nisation de cobayes (4° série d’expériences) et de lapins 
(6° série d’expériences), le 13 mai 1936, a donné des résultats 
différents dans ces deux séries. Tandis que, par comparaison 
avec le BCG les cobayes immunisés par cette souche avaient 
une immunité moindre, les lapins immunisés par voie 
veineuse avaient une immunité égale a celle du groupe corres- 
pondant immunisé avec le BCG ; les lapins immunisés par voie 
sous-cutanée avec BCG-S, ont montré une résistance plus 
nette que celle du groupe d’animaux immunisés par la 
méme voie avec le BCG. Ce fait attire d’autant plus notre 
attention que les lapins, comme de nombreux faits expéri- 
mentaux et nos propres observations le montrent, s’immu- 
nisent trés mal. Il est probable que ces résultats plus tavo- 
rables ont été obtenus d’une part grace a la diffusion plus 
rapide et plus intense des bacilles de BCG-S, du lieu de 
Vinjection sous-cutanée dans les organes internes, tandis que 
le BCG reste fixé & cet endroit. D’autre part, il est possible 
que la variété S donne une immunité meilleure contre |infec- 
tion par des bacilles bovins, dont nous nous servons pour 
linfection des lapins, que la variété R dont le BCG est un 
représentant typique. Les recherches récentes de Laporte 
parlent en faveur de l’hypothése que les souches bovines se 
trouvent dans les organismes infectés sous Ja forme de 
variété S. Si cette opinion est juste, il est compréhensible 
qu’avec les variétés S homologues on puisse obtenir une meil- 
leure résistance contre linfection. 

Puisque la variété BCG-S, se distingue des autres souches 
étudiées par nous par son pouvoir immunisant plus proche de 
celui du BCG et dans certains cas méme supérieur, il est utile 
de fournir quelques indications sur cette souche. Elle donne 
une culture abondante sur les milieux de culture usuels au 
bout de quinze & vingt jours ; elle ne pousse pas 4 la tempé- 
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rature du laboratoire, mais seulement 4 37°. Elle provoque 
une légére acidification du milieu de Sauton au cours de son 
développement. Elle posséde les propriétés habituelles des 
variétés S : sa consistance est molle, elle s’émulsionne plus 
facilement que la variété R et donne des colonies sphériques 
lisses. Sur le milieu de Sauton elle produit un voile lisse et 
mince, ne provoque pas de trouble dans le liquide. Les lapins 
ne manifestent aucun signe de maladie aprés’l’injection intra- 
veineuse de 3 milligrammes. Tués quatre mois aprés |’infec- 
tion par cette souche, ces animaux ne présentent aucune 
lésion macroscopique des organes. Les cobayes supportent 
1 & 2 milligrammes par injection sous-cutanée sans jamais 
donner de réactions progressives. Aprés lVinjection  sous- 
cutanée, il se produit un abcés qui s’ouvre au bout de six a 
dix jours. Souvent il survient 4 cet endroit un ulcére qui est 
bien plus grand et met plus longtemps a guérir que les abcés 
provoqués par la souche BCG. Toutefois, ces ulcéres se cica- 
trisent tous sans exception. 

La variété 5, ayant pu étre isolée des animaux d’expérience 
apres un séjour de cent quatre-vingts jours dans l’organisme 
présente une résistance plus forte dans les tissus que la 
souche initiale BCG, laquelle, comme on le sait, disparait trés 
vite de l’organisme immunisé. 

Il est intéressant de noter que la variété S; donne lieu a 
des abcés et & des ulcéres bien plus étendus que ceux produits 
par la variété S,. Les ganglions lymphatiques régionaux 
augmentent également de volume et acquiérent une con- 
sistance plus dure. 

Les animaux infectés par la variété S réagissent plus ou 
moins fortement a la tuberculine, comme nous l’avons 
indiqué plus haut. Il est intéressant de constater que les 
cobayes immunisés par BCG-S, donnent une réaction plus forte 
a la tuberculine préparée avec la méme variété (auto-tuber- 
culine) qu’a la tuberculine usuelle (alt-tuberculine). Ce fait 
est compréhensible et indique le haut degré de spécificité 
des différentes variétés et de l’allergie provoquée par elles. 
Les cobayes infectés par des bacilles virulents donnent par 
contre une réaction bien plus faible et souvent méme nulle 
4 la tuberculine de la variété S, tandis qu’ils réagissent forte- 
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ment a la tuberculine ordinaire. Les recherches récentes de 
Reed et Rice d’une part, de Machebeuf d’autre part ont 
montré l’existence d’un antigéne spécifique, d’une substance 
phosphatidique, dans les variétés S qui fait défaut dans les 
variétés R. C’est probablement a cet antigine qu’est liée aussi 
la sensibilisation spécifique par les variétés S. 

Si nous confrontons les résultats obtenus par nous avec 
ceux des auteurs précités, nous constatons qu’il n’y a pas 
accord complet. Tout d’abord, nous devons remarquer que 
dans nos expériences toutes nos variétés S n’avaient pas un 
pouvoir immunisant égal. Par contre, Négre, Valtis et Bonne- 
foi indiquent dans leurs derniers travaux que non seulement 
ils n’ont pu trouver de dilférence entre le pouvoir immunisant 
des diverses souches, mais que méme une souche de bacille 
tuberculeux aviaire authentique avait un pouvoir immunisant 
du méme degré. Nous croyons que les données de Négre, 
Valtis et Bonnefoi proviennent en partie de ce qu’ils n’ont 
pas appliqué une méthode aussi sensible que la nétre pour 
la comparaison des résultats obtenus avec les différentes sou- 
ches. D’autre part, il n’est pas exclu que les souches avec les- 
quelles travaillaient ces auteurs, ainsi que les souches aviaires 
se montreront douées d’un haut pouvoir immunisant dans des 
recherches ultérieures. . 

Une comparaison du pouvoir immunisant des variétés R 
et S de la souche BCG a été faite par Saenz et Costil d’une 
part, et par Birkhaug d’autre part. Saenz et Costil ne donnent 
pas une description exacte de leurs expériences, ce qui fait 
que nous ne pouvons pas les comparer aux noétres. Birkhaug 
de son coté; immunisait les animaux par voie_ buccale, 
méthode qui s’est montrée dans les expériences sur les 
cobayes peu apte 4 démontrer le haut degré du pouvoir immu- 
nisant de la souche BCG. Il est donc possible que le meilleur 
résultat obtenu par la variété S soit attribué & une méthode 
d’immunisation moins favorable pour le BCG. 

Il faut encore ajouter que les recherches récentes de Batta- 
clini, Petresco, Goyal et Obermann, Saenz et Costil, de 
Schaefer, etc., tendent A laisser supposer que les souches 
employées par Birkhaug et par Saenz et Costil, étaient des 
bacilles du « nouveau type » ou des bacilles aviaires ayant 
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provoqué une infection spontanée des cobayes sains et du 
singe chez lesquels ils avaient été isolés. I] est certain d’autre 
part, que les variétés S que nous avons étudiées avaient une 
origine bien plus claire. Nous avons obtenu nos souches par 
dissociation in vitro ou par ensemencements de produits pro- 
venant de malades tuberculeux. Dans ce cas, une infection 
d’étable n’a évidemment pu jouer aucun role. 


CONCLUSIONS. 


1° On peut, par l’application d’une méthode exacte et en 
utilisant un nombre assez grand d’animaux, établir le degré 
du pouvoir immunisant de diverses souches avirulentes du 
bacille tuberculeux. 

2° L’étude comparative de 41 variétés différentes du bacille 
tuberculeux a permis d’établir que la souche BCG a un pou- 
voir immunisant plus fort et plus constant que les autres 
variétés. I] a été montré en méme temps que des cultures de 
BCG agées de dix a quinze jours ont des effets immunisants 
plus intenses que les cultures 4gées de vingt 4 vingt-cing jours. 

3° Parmi 6 variétés lisses S du _ bacille tuberculeux, la 
variété BCG-S, posséde le pouvoir immunisant le plus fort. 
Cette variété a été, dans deux expériences, supérieure au BCG. 
Les autres variétés avaient un pouvoir immunisant plus faible 
mais différent pour chacune d’elles. Il s’ensuit que le pouvoir 
immunisant des différentes variétés S peut varier dans une 
large mesure. 

4° Le pouvoir immunisant des variétés chromogénes et 
saprophytes du bacille tuberculeux s’est montré assez faible. 

3° Le pouvoir immunisant du « nouveau type » de bacille 
acido-résistant est bien plus faible que celui de BCG et plus 
faible que celui de certaines variétés S. Il est plus fort que 
celui des variétés saprophytes ou chromogénes. 

6° Les bacilles acido-résistants saprophytes de Friedmann 
et de Rabinowitsch ne possédent aucun pouvoir immunisant 
contre la tuberculose, ce qui prouve que du point de vue de 
la parenté biologique ces souches sont trés éloignées des 
bacilles tuberculeux. 

7° Des doses de 0 milligr. 1 de bacilles desséchés, injectées 
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par voie sous-cutanée, sont encore capables de donner aux 
cobayes une immunité appréciable d’une durée de quatre 
a six Mois. 

8° Le systéme lymphatique ganglionnaire des animaux vac- 
cinés par les variétés S est en général bien plus affecté que 
celui des animaux vaccinés par la variété R ou BCG. Outre 
la différence quantitative de l’effet immunisant des diverses 
souches on constate donc également des dilférences quali- 
tatives. 

9° Le degré d’immunité ne dépend pas de la présence de 
bacilles tuberculeux vivants dans l’organisme. La variété S 
reste plusieurs mois vivante dans l’organisme des animaux 
immunisés sans conférer une prémunition supérieure a celle 
que donne le BCG. 
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DES DIFFERENCES DANS LA THERMORESISTANCE 
DE DIVERSES CATEGORIES D’ANTICORPS 


par Kurr MEYER et Anpré PIC. 


(Laboratoire de la Fondation franco-américaine, Berck-Plage.) 


Dés qu’on ett établi une distinction entre les agglutinines 
réagissant avec le corps du bacille (agglutinines antisomati- 
ques) et celles dirigées contre les cils (agglutinines antiflagel- 
laires), on put constater (Beyer et Reagh) [1] que ces deux caté- 
gories d’anticorps différaient par leurs températures d’inac- 
tivation : alors que les agglutinines antisomatiques étaient 
détruites vers 60° a 75°, le méme résultat n’était atteint avec 
les agglutinines antiflageliaires que vers 70° a 90°. 

A premitre vue, 11 pourrait paraitre étonnant qu’a la diver- 
sité morphologique des éléments bactériens correspondent 
chez les anticorps homologues des propriétés physico-chi- 
miques différentes. Comment expliquer ces faits > 

On sait aujourd’hui qu’a coté des protéides, les lipides et 
les polysaccharides ont également leur part dans l’action 
antigéne des cellules. Nous nous sommes donc demandé si les 
différences physico-chimiques des anticorps ne pourraient 
étre dues & ce que le pouvoir antigéne des divers éléments cel- 
lulaires est déterminé par différentes substances chimiques. 
On est, en elfet, & peu prés certain que l’activité antigénique 
des corps bactériens est due & des polysaccharides, et, quoi- 
qu'on soit moins bien renseigné sur la nature chimique de 
Vantigéne flagellaire, on peut cependant supposer, en raison 
de sa labilité prononcée vis-a-vis de la chaleur, qu'il ne 
s’agit pas ici de polysaccharides mais plutét de protéides. 

Jusquici on a peu recherché si des anticorps correspon- 
dant a des substances chimiques différentes (protéides, lipi- 
des, polysaccharides) se distinguent par leurs propriétés phy- 
sico-chimiques. Recherches d’un grand intérét pourtant, car 
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si des distinctions caractéristiques existaient, on pourrait, 
des propriétés d’un anticorps, déduire la nature chimique de 
Vantigéne homologue. Seuls, H. Sachs et ses collaborateurs 
(4, 14] ont étudié des anticorps antilipidiques A ce point de vue. 
Is ont constaté que les anticorps Forssman — provoqués chez 
le lapin par des injections d’un mélange d’extrait alcoolique 
de reins de cobaye et de sérum de pore — étaient inactivés a 
une température de 62°, tandis que les anticorps provoqués 
en méme temps‘par les protéides sériques du porc, résistaient 
a cette température. De plus, ils mentionnent le fait qu’aprés 
chautiage des sérums au-dessus de 60°, la réaction de Was- 
sermann (due d’aprés Sachs a des anticorps antilipidiques) 
devient négative ou est tout au moins affaiblie. Ces auteurs 
font toutefois des réserves sur la vraie nature antilipidique 
des anticorps étudiés dans ces réactions. 

Il nous parut intéressant de reprendre le probléme en nous 
adressant 4 des anticorps bien définis en ce qui concerne la 
nature chimique de l’antigéne correspondant Nos études sur 
les anticorps des sérums tuberculeux [8], nous avaient appris 
que ces sérums contenaient des anticorps bien déterminés : 
anticorps antilipidiques et anticorps antipolysaccharidiques. 

L’antigéne correspondant aux anticorps antilipidiques a sté 
caractérisé par l’un de nous, il y a vingt-cing ans [7], comme 
étant un phosphatide. Depuis cette époque, la substance 
active a pu étre séparée de la masse des lipides sérologique- 
ment inertes qui l’accompagnent, mais ces travaux n’ont pas 
infirmé notre premiére constatation : les expériences toutes 
récentes de Machebceuf [5], qui ont jeté une grande lumiére 
sur la structure chimique de ce corps, ont montré qu’il s’agit 
sinon d’un phosphatide typique, du moins d’un lipide phos- 
phoré. 

En ce qui concerne les anticorps antipolysaccharidiques, nous 
les avons appelés jusqu’ici anticorps antiprotéidiques, mais 
en faisant chaque fois des réserves sur la nature protéidique 
de l’antigéne correspondant. Voici pourquoi nous avons aban- 
donné la premiére appellation. Nous avons constaté que l’an- 
tigéne protéidique préparé comme nous avons exposé ail- 
leurs [8], contient toujours des. polysaccharides dont il ne 
peut ¢tre séparé par les méthodes habituelles. De plus, nous 
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avons trouvé que nos « anticorps antiprotéidiques » pou- 
vaient étre entiérement absorbés par les polysaccharides 
isolés. C’est done le groupe polysaccharide qui détermine la 
spécificité sérologique de notre antigéne protéidique, que ce 
groupe soit adsorbé irréversiblement aux protéides, ou qu’il 
représente le groupement prosthétique d’un protéide com- 
plexe. Nous ne prétendons pas qu’il soit impossible de pro- 
voquer la formation d’anticorps antiprotéidiques au moyen 
de protéides débarrassés de polysaccharides — ce que les expé- 
riences de Gough {2| et de Heidelberger et Menzel [3] ont en 
effet prouvé — mais nous croyons que dans les sérums tuber- 
culeux ces anticorps n’existent pas ou quils n’existent qu’en 
quantité minime. 

Nos antisérums contenant A la fois deux anticorps diffé- 
rents présentaient encore un avantage qui les rendait parti- 
culiérement utiles pour nos expériences. En étudiant la ther- 
morésistance des anticorps, on s’est bientot rendu compte 
que le milieu sérique, qui varie d’un sérum a |’autre, pouvait 
avoir une influence sur Ja température d’inactivation. En 
effet, si on examine plusieurs sérums contenant une méme 
catégorie d’anticorps, on trouve des différences parfois consi- 
dérables dans Ja thermorésistance. Streng [42] a su éviter 
cette source d’erreurs en s’adressant a des sérums contenant 
en méme temps plusieurs anticorps différents. Ayant a notre 
disposition des sérums renfermant a la fois des anticorps 
antilipidiques et antipolysaccharidiques, nous avons pu uti- 
liser le procédé de Streng. 

Les expériences décrites ci-dessous ne portent que sur les 
propriétés des anticorps de fixer l’alexine. Nous n’ignorons 
pas que, d’aprés H. Sachs et ses collaborateurs, inactivation 
par la chaleur des fonctions fixatrices, ne se fait pas parallé- 
lement 4 celle des fonctions précipitantes du méme sérum ; 
mais pour l’étude des problémes envisagés plus haut, il nous 
a paru sulfisant d’examiner les anticorps au point de vue de 
la premiére de ces fonctions seulement. 
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DESCRIPTION DES EXPERIENCES. 


Suivant leur teneur en anticorps, les sérums ont été dilués 
a des taux variant du 1/10 au 4/50, puis chauffés pendant 
quinze minutes au bain-marie a 60°, 65°, 70° ou 75°. Pour le 
titrage des anticorps antilipidiques, nous avons utilisé comme 
antigéne une dilution au 1/30.000 du phosphatide A3 (d’aprés 
Anderson) du bacille tuberculeux. Le titrage des anticorps 
antipolysaccharidiques n’a pas été fait avec le polysaccharide 
pur, mais, pour des raisons que nous discuterons ailleurs, 
avec une dilution au 1/5.000 du protéide préparé d’aprés la 
méthode déja citée plus haut et renfermant le groupe poly- 
saccharide. 

Nous avons utilisé 0 c. c. 1 d’antigéne, 0c. c. 5 de dilution 


TasBLeau I. 
a TITRAGE AVEC L’ANTIGENE LIPIDIQUE TITRAGE AVEC L’\NTIGENE POLYSACCHARIDIQUE. 
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Sérum du lapin n° 23 au 1/50 : 
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Sérum du lapin n° 52 au 1/50 : 
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c, hémolyse compléte; pe, hémolyse presque compléte; i, hémolyse incomplete: tr, trace Whémolyse 


0, pas dhémolyse. 
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Tasieau II. 


TITRAGE AVEC L’ANTIGENE LIPIDIQUE TITRAGE AVEC L’ANTIGENE POLYSACCHARIDIQUE 


p- 100 
du pouvoir fixateur 
Diminution approximative 


Diminution approximative 


Sérum du cobaye n° 53 au 1/40 : 


tr i | 
pe y 70 
90 (a) 
98 0 tr? 
100 i 


Sérum du cobaye n° 57 au 1/20: 


25 
15 
98 
100 


du sérum 4 examiner, 0c. c. 15 de sérum de cobaye au 41/20. 
Séjour d’une heure a |’étuve. Addition de 0 c. c. 5 de globules 
de mouton a 3 p. 100, sensibilisés avec une unité et demie 
d’hémolysine. Lecture aprés hémolyse des témoins antigéne 
et sérum. 

Les premiers sérums examinés provenaient de lapins pré- 
parés par des injections intraveineuses d’un extrait aqueux de 
bacilles tuberculeux. Les résultats obtenus avec deux de ces 
sérums sont indiqués dans le tableau I. 

Nous constatons que si les températures d’inactivation pré- 
sentent de grandes différences d’un sérum & l’autre, les anti- 
corps antilipidiques sont toujours plus résistants que les anti- 
corps antipolysaccharidiques. Ainsi pour le sérum 23 les 
anticorps antilipidiques ne commencent a étre affaiblis qu’a 
65°, tandis que l’activité des anticorps antipolysaccharidiques 
est déja réduite de 90 p. 100 4 la méme température. Les anti- 
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TABLEAu II]. 
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corps du sérum 52 sont plus résistants. Ici, 4 65°, les anticorps 
antilipidiques ne montrent pas la moindre altération, et les 
anticorps antipolysaccharidiques, toujours plus sensibles, 
conservent plus de la moitié de leur activité. Les sérums de 
quatre autres lapins présentaient des propriétés analogues. 

On aurait pu croire que cette moindre résistance des anti- 
corps antipolysaccharidiques fit un phénoméne général chez 
tous les animaux. I] n’en est pas ainsi. En examinant des sé- 
rums de cobayes ayant recu dans le péritoine plusieurs in- 
jections d’extrait de bacilles tuberculeux, nous avons observé 
des propriétés inverses : les anticorps antipolysaccharidiques 
sont plus résistants que les anticorps antilipidiques. C’est ce 
que nous montre le tableau II. 
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Taspieau IV. 


rs 7 ” "| “PN , a 
TITRAGE AVEC L’ANTIGENE LIPIDIQUE TITRAGE AVEC L’ANTIGENE POLYSACCHARIDIQUE 


100 
du pouvoir fixaleur 


p- 


Diminution approximative 


Sérum de cheval n° 66 au 1/50 : 


tr 
tr-i | i-pe | 20 . tr? 
i-pe ) 60 pe 
98 


Nous n’avons pu, jusqu’ici, vérifier ces faits qu’avec deux 
autres sérums, car, comme nous l’avons déja signalé (7), les 
cobayes forment rarement des anticorps antilipidiques en 
grandes quantités. 

En ce qui concerne les sérums humains (tableau II), on 
constate d’abord que leurs anticorps, en général, sont plus la- 
biles que ceux du lapin et du cobaye. Dans la plupart des 
cas ils sont déja considérablement affaiblis & 60° et ils sont 
détruits presque complétement a 65°. Le sérum 3, plus ré- 
sistant, représente une exception a cette régle. La dilférence 
entre anticorps antilipidique et antipolysaccharidique — est 
moins marquée; dans certains cas elle ne peut méme étre 
constatée, peut-étre parce que nos méthodes ne sont pas assez 
sensibles. 

Le tableau IV montre les résultats obtenus avec le sérum 
d'un cheval immunisé par le BCG. La labilité des anticorps 
de ce sérum se rapproche de celle des anticorps humains, mais 
nous retrouvons, comme dans les sérums de lapins, une plus 
grande résistance des anticorps antilipidiques (tableau IV). 

Le sérum d'un autre cheval (1), préparé avec des bacilles 


(1) Les deux sérums de cheval nous ont été délivrés par le Laboratoire 
des recherches sur la tuberculose 4 | Institut Pasteur. 


approximative 


Diminution 


100 
du pouvoir fixateur 
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bovins tués par la chaleur, présentait la méme labilité générale 
des anticorps ; la sensibilité des deux catégories d’anticorps ne 
montrait pas de différence. 

Des expériences que nous venons de 
qu’au point de vue de la thermosensibilité, il existe des diffé- 
rences non seulement entre anticorps antilipidiques et anti- 
polysaccharidiques, contenus dans un méme sérum, mais en- 
core entre les anticorps de divers sérums de la méme espéce. 

Les conditions dans lesquelles ont été effectuées nos expé- 
riences nous permettent de supposer que les premiéres de ces 
différences sont indépendantes de la constitution du milieu 
sérique. En est-il de méme pour les différences individuelles? 


décrire il résulte 


TABLEAU V. 
TITRAGE AVEC L’ANTIGENE LIPIDIQUE DU LIQUIDE DE DISSOCIATION 
renfermant les anticorps antilipidiques isolés 
<2) 
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= du sérum de lapin n° 23, en centimétres cubes | du sérum de cobaye n° 57, en centimetres cubes 
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TITRAGE AVEC L’ANTIGENE POLYSACCHARIDIQUE DU LIQUIDE DE DISSOCIATION 
renfermant les anticorps antipolysaccharidiques isolés 
du sérum de Japin n° 23 du sérum de cobave n° 57 
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Nous avons pensé qu’on pouvait trouver une réponse a notre 
question en examinant les anticorps aprés les avoir séparés 
de leurs sérums respectifs. 

Nous avons done repris les sérums 23 du tableau I et celui 
du cobaye 58 du tableau II. Les anticorps en ont été isolés 
suivant la méthode décrite antérieurement [8, 9] : fixation des 
anticorps 4 un systéme kaolin-antigéne, et dissociation du com- 
plexe ainsi obtenu par chaullage 4 60° dans de eau physio- 
logique. Les liquides de dissociation ont été examinés 
& différentes températures comme les sérums. Si nous 
comparons les résultats notés dans le tableau V et ceux 
des tableaux I et Il, nous constatons que la température d’inac- 
tivation des anticorps isolés est (en ne tenant pas compte de 
légeres dilférences qui sont dans les limites d’erreurs dues & 
notre méthode) pratiquement la méme que celle des sérums 
correspondants. Nous retrouvons ici les différences caracté- 
ristiques entre anticorps antilipidiques et antipolysacchari- 
diques et, fait important, les différences individuelles entre les 
divers sérums. 

Ces derniéres expériences montrent que la température 
d’inactivation des anticorps est indépendante des autres cons- 
tituants du sérum; qu’elle est donc une propriété intrinséque 
des anticorps, conclusion a laquelle était déja arrivé Oli- 
tzky [40]. 


* 
* * 


Les expériences que nous venons d’exposer ont porté seu- 
lement sur les anticorps antilipidiques et les anticorps anti- 
polysaccharidiques contenus dans des sérums_ tuberculeux. 
Elles devront étre complétées en utilisant d’autres anticorps 
et particulitrement des anticorps antiprotéidiques. Nous 
croyons néanmoins qu’on peut tirer de nos recherches deux 
conclusions intéressantes. 

Tout d’abord, en raison des différences entre les diverses 
espéces et entre les sujets appartenant 4 une méme espéce, 
i nest pas possible de déterminer une température d’inacti- 
vation invariable pour les anticorps appartenant, quant & la 
nature chimique de Lantigéene, a une méme catégorie. D’autre 
part, 11 semble certain que, toutes conditions étant identi- 
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ques, les diverses catégories d’anticorps sont inactivées a des 
températures différentes. 

Nous envisagions, au début de notre exposé, la possibilité 
de déduire de la température d’inactivation d’un anticorps la 
nature chimique de l’antigéne correspondant. La premiére de 
nos conclusions nous oblige de reconnaitre que cela n’est pas 
possible. 

Nous nous demandions aussi si la différence dans la ther- 
molabilité des anticorps antisomatiques et des anticorps an- 
tiflagellaires ne pourrait étre due a des différences dans la 
nature chimique des antigénes correspondants. D’aprés no- 
tre deuxiéme conclusion, cette interprétation, basée sur des 
faits expérimentaux, parait bien probable. 

Nos résultats correspondent-ils aux notions que nous avons 
sur la nature des anticorps? 

On suppose, en général, que les anticorps sont des globu- 
lines modifiées. D’aprés les uns, ils se distingueraient des glo- 
bulines normales par certaines dilférences dans leur confi- 
guration stéréochimique. Pour d’autres, il s’agirait de globu- 
lines ordinaires auxquelles serait lié, 4 la maniére d’un grou- 
pement prosthétique, un élément de nature inconnue détermi- 
nant les affinités spécifiques d’un anticorps. 

Nos constatations sont en accord avec l’une et l'autre de ces 
hypothéses. En effet, les différents anticorps étant des globu- 
lines diversement modifiées, on concoit que ces modifications 
entrainent une diversité des propriétés physico-chimiques, 
dont dépend la température d’inactivation. Quant aux diffé- 
rences individuelles présentées par un méme anticorps, elles 
ne doivent pas nous étonner. Car, de méme que les globulines 
en général, ne sont sans doute pas identiques pour tous les 
individus, on peut supposer des différences du méme ordre 
pour ces globulines particuliéres que sont les anticorps. 


RESUME. 


1° Les anticorps antilipidiques et antipolysaccharidiques des 
sérums tuberculeux ne sont pas inactivés 4 la méme tempéra- 
ture. 

2° Chez le lapin, le cheval et homme, les anticorps anti- 
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lipidiques sont plus résistants que les anticorps antipo- 
lysaccharidiques. Chez le cobaye c’est l inverse qui se produit. 

3° Les anticorps d’une méme catégorie contenus dans des 
sérums différents, d’une méme espéce, peuvent présenter des 
différences considérables de leurs températures d’inactiva- 
tion. 

4° Que les anticorps se trouvent dans leur milieu sérique, ou 
qu’ils soient isolés du sérum, leur température d’inactivation 
reste la méme. Elle est donc indépendante des autres consti- 
tuants du sérum et représente une qualité propre aux anti- 
corps mémes. 
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LES STEROLS, FACTEURS DE CROISSANCE 
POUR TRICHOMONAS COLUMB4! 


Recherches préliminaires. 


FRACTIONNEMENT DU FOIE DE VEAU. 


Toutes nos tentatives pour remplacer le sérum de pigeon par 
des substances plus simples (albumine, caséine, bactéries tuées, 
etc...), ont échoué. Nous avons alors tenté de déterminer la 
nature de la ou des substances actives du foie. 


I. Exrracrion A L’EAU. — On broie 100 grammes de foie de 
veau et l’on extrait & trois reprises avec 100 cent. cubes d’eau 
distillée, une heure au bain-marie bouillant. Les liquides sur- 
nageants sont décantés et le résidu est desséché dans le vide 
sulfurique pendant quarante-huit heures, puis a l’étuve a &5° 
pendant une heure. : 


I]. Extraction A L’ALCcooL. — On broie 100 grammes de foie 
de veau, on l’extrait ensuite dans un Soxhlet par 200 cent. 
cubes d’alcool absolu pendant trois & quatre heures. L’extrait 
alcoolique est conservé et l’épuisement du foie répété avec 
200 cent. cubes d’alcool absolu pendant trois 4 quatre heures 
ou jusqu’a ce que le liquide qui entoure la cartouche devienne 
incolore. Le résidu de foie est ensuite desséché par la méthode 
employée auparavant (I) et les extraits alcooliques sont réunis 
et concentrés par distillation jusqu’a un volume de 20 a 30 
cent. cubes, et ensuite évaporés dans un dessiccateur. 


III. Exrracrion par L’acETONE. — Les mémes procédés que 
pour l’extraction et la dessiccation du foie par l’alcool (II) ont 
été utilisés pour l’extraction par l’acétone. 


IV. Exrraction PAR L’ETHER. — Les mémes procédés que 
précédemment ont été employés ; mais l’extraction dure douze 
& quatorze heures, en raison de la température d’ébullition de 
Véther. 
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Les 4 extraits et résidus ont été ajoutés séparément ou 
ensemble au bouillon et ont donné les résultats suivants : 

1° Aucun des 4 extraits ajoutés au bouillon ne peut rempla- 
cer le foie total. 

2° Le foie, extrait par l’eau et l’éther, ajouté au bouillon, 
permet le développement des flagellés comme le foie total. 

3° Le’ foie extrait par l’alcool pendant huit heures donne 
des cultures moins nettes et plus lentes. Si l’extraction est 
poussée plus loin (400 cent. cubes d’alcool et huit heures sup- 
plémentaires d’extraction), on peut obtenir des échantillons 
de foie qui ne permettent pas la culture de T'r. columbe. 

4° Le foie épuisé par l’acétone ne permet jamais 1’entre- 
tien de la culture. 

L’acétone a donc dissous une substance indispensable & la 
nutrition du Trichomonas. En effet, laddition au bouil- 
lon+résidu de foie extrait par l’acétone, de l’extrait acéto- 
nique de foie, permet la culture des flagellés comme le foie 
total. Le tableau IV résume ces expériences et montre qu’il y 


TABLEAU LY. 


Boutllon Me pvome ys wivntsscs ous crt neers) Sm te al et Coe 0 
Bouillon peptoné - foie de veau-—. ..-27...:.... + 
Bouillon peptoné + foie extrait par ’eau. ..... ee te 
Bouillon peptoné + foie extrait par alcool. ........ + 
Bouillon peptoné +4 foie extrait parléther. .......... + 
Bouillon peptoné + foie extrait par acétone.......... 0 
Bouillon peptoné + extrait aqueux de foie... ........ 0 
Bouillon peptoné + extrait alcoolique de foie. ........ 0 
Bouillon peptoné + extrait éthéré le foie ........... 0 
Bouillon peptoné + extrait acétonique de foie. ........ 0 
- Bouillon peptoné + foie extrait par l’acétone + extrait acéto- 
MCU C PPAR Ree ete) ex beer tel deity Get tev vesiaes ae) 2% a] eae ye a 


a, dans le foie, 2 éléments indispensables : 1° une substance 
soluble dans l’acétone ; 2° le résidu insoluble que nous n’avons 
jusqu’ici pas réussi & remplacer par des éléments nutritifs 
figurés comme des corps de B. colt tués par la chaleur, la 
caséine, etc... 

Les deux substances sont thermostables car elles résistent 
& une température de 120° pendant vingt minutes (stérilisa- 
tion a l’autoclave du bouillon + foie). 
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ETUDE DES DIVERSES SUBSTANCES. 


Nous avons alors cherché a déterminer la nature de la 
substance active, soluble dans l’acétone (Cailleau, 1935). 

Dans les expériences suivantes, le foie de veau a été extrait 
par l’acétone pendant six a huit heures, et ensuite extrait par 
alcool absolu pendant un temps égal. Le résidu desséché 
ajouté au bouillon ne permet pas la culture de Tr. columbe. 
Le bouillon + foie sert de témoin (1% repiquage : survie ou 
légére multiplication, 2° repiquage : toujours négatif). 

Les substances suivantes ont été étudiées : le jaune d’ceufl, tes 
produits d’hydrolyse de la lécithine (iécithine chaulfée vingt 
minutes a 120°), la bile, les acides oléique, palmitique et stéa- 
rique, le chlorhydrate de choline, l’ergostérol et finalement le 
cholestérol. 

La bile stérilisée 4 part par filtration, et le jaune d’ceul pré- 
levé aseptiquement, ont été ajoutés au milieu aprés stérilisa- 
tion. Le cholestérol était ajouté au milieu sous forme d’une 
solution alcoolique, aprés stérilisation ou sous forme solide 
avant Ja stérilisation. Les autres substances ont été ajoutées en 
quantité variables avant la stérilisation du milieu (vingt mi- 
nutes a 120°). 

Le tableau suivant montre bien que seules les subtances 
renfermant de la lécithine ou du cholestérol peuvent remplacer 
V’extrait acétonique dans le bouillon+résidu de foie. 

Le jaune d’ceuf, la bile, la lécithine et le cholestérol ont tous 
donné des résultats positifs (au moins 6 repiquages en série 
sont elffectués avant que la substance soit considérée comme 
favorable). 

Les 3 acides gras : oléique. stéarique et palmitique, se sont 
montrés régulérement négatifs, donnant les mémes résultats 
que le témoin. 

Le chlorhydrate de choline et Vergostérol ont donné des 
resultats plus encourageants mais, dans ces expériences, n’ont 
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TABLEAU VY. 


: ‘ NOMBRE DE REPIQUAGES 
BOUILLON PEPTONE + RESEDU DE FOIE 


a 
a0 
oO 
a 
2 
ro 


extrait par lacétone 


+ 0 (Témoin) 

+ Jaune d’muf 

+ Lécithine hydrolysée 

+ Bile 

+ Solution alcoolique de cholestérol. 
+ Chlorhydrate de choline. .... 
+ Ergostérol 


pas pu maintenir la culture de Tr. columbe pendant plus de 
2 4 3 repiquages (4). 


Etude du cholestérol. 


Nos premieres expériences avaient été réalisées avec un 
échantillon de cholestérol du commerce (Merck). Le choles- 
térol n’ayant jamais été signalé comme facteur de croissance, 
nous avons pensé (1935) que l’action du cholestérol pouvait 
étre due & une impureté adsorbée, hypothése qui semblait 
simposer d’autant plus que la quantité de cholestérol néces- 
saire pour assurer la multiplication des flagellés était relative- 
ment élevée (dilution : 1/10.000). 

Par la suite, nous avons eu @ notre disposition grace a l’obhi- 
veance de M. Pénau, 2 autres échantillons de cholestérol pur, 
Yun extrait de la cervelle de boeuf, Vautre du. foie de flétan 
(Pleuronectidé). Ils ont donné les mémes résultats positils que 
le cholestérol Merck (Cailleau, 1936). 

La question a pu étre définitivement tranchée, grace a Puti- 
lisation d’un cholestérol pur préparé & notre intention par 


(1) Ces résultats négatifs avec l’ergostérol chauffé 4 120° ne concor- 
dent pas avec les faits observés plus ‘loin avec |]’ergostérol ajouté en 
solution alcoolique. Nous remarquons ici que l’ergostérol est trés proba- 
blement modifié par le chauffage de vingt minutes a 120°. 
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M. André Girard. La purification a été effectuée de la maniére 
suivante : du cholestérol pur ordinaire, provenant de la moelle 
de boeuf, est transformé en acétate et dibromé sur la double 
liaison. L’acétate de dibromocholestérol est ensuite recristal- 
lisé 4 fois dans l’acétone, puis débromé par le zinc et saponifié 
par la potasse. Finalement le cholestérol est recristallisé 3 fois 
en présence de noir. « On peut tenir pour certain », nous dit 
M. A. Girard, « qu’un semblable traitement a éliminé toute 
impureté quelle qu’elle soit ». 

Ce cholestérol pur, ajouté au milieu bouillon +foie épuisé 
par lacétone, a permis un développement abondant et régu- 
lier (& 37°) des cultures de Trichomonas columbe (plus de 14 
repiquages en série). Les témoins, sans cholestérol, sont posi- 
tifs au 1° repiquage, mais toujours négatifs au 2°. Nous pou- 
vons conclure avec certitude que le cholestérol est l’un des 
facteurs de croissance nécessaires & Trichomonas columbe. 

Nous avons dit que le cholestérol est nécessaire en quantité 
relativement élevée. Ceci tient trés probablement 4 ce qu’une 
trés faible partie seulement du cholestérol introduit dans le 
milieu est utilisé, ou méme utilisable. En effet, nous ajoutons 
au bouillon quelques gouttes d’une solution de cholestérol 
dans l’alcool & 100°. Il se forme ainsi une suspension de parti- 
cules de cholestérol plus ou moins grandes dont beaucoup sont 
certainement inutilisables. 


Etude de l’activité de divers stérols. 


Ayant constaté que le cholestérol est un facteur de crois- 
sance pour Tr. columbe, nous nous sommes demandé s'il 
ne pouvait étre remplacé par des stérols voisins, et nous avons 
essayé de déterminer l’étendue des variations compatibles 
avec le maintien de l’activité (1) [1986c, 19376]. 


(1) Pour tout ce qui concerne la question de la chimie des stérols, 
nous renvoyons aux volumes suivants. The Chemistry of Natural Pro- 
ducts Related to Phenanthrene, L. E. Firser, 1936, Reinhold, New-York ; 
et Ueber Sterine, Gallensiuren und verwandte Naturstoffe, H. Lerrre, 
et H. H. Innorren, 1936, Ferdinand Enxe, Stuttgart. 
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La chimie des stérols a fait depuis quelques années des pro- 
grés considérables. Ce développement est da en partie au fait 
que les hormones sexuelles d’une part, certaines vitamines 
d’autre part, ont été reconnues comme étant des dérivés des 
stérols (Windaus, Rosenheim, Butenandt, Ruzicka, Girard, 
Heilbron, etc...). 

Nous indiquons ici la formule du cholestérol pour faciliter 
les comparaisons avec les autres corps. Ce n’est qu’en 1932, 


CH3 CHo 
21 22 
CHeo CHe 
23 
CH3 
27 
CH, CH3 CH CHs———CH 
Wa ™~\ PA, 24 2 N 
HoC1 BC 16CH CH 
vi Vv 
ie Cis CH 14 CH ?CHe 


I q 
Chis 56 ? CH2 
sf 6 


apres plusieurs années de recherches dues principalement a 
Windaus et & Rosenheim et King, que l’on a pu établir la 
structure définitive du cholestérol (fig. 3). 

Cette formule correspond & C,,;H,,0. Hl n’y a qu'une double 
liaison dans la molécule en position 5:6 dans l’hexagone II. 
L’oxhydrile secondaire se trouve en position 3, et deux grou- 
pements méthyle tertiaires sont fixés sur Cagnet—Gis. 

Avant d’indiquer la liste des stérols utilisés dans ces expeé- 
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riences, nous tenons 4 remercier les docteurs Bengtsson, Girard, 
Rosenheim, Schoenheimer, Stoll et Windaus qui ont eu la 
grande obligeance de nous préparer et de nous envoyer les 
stérols, sans lesquels ces expériences auraient été impossibles. 

Nous faisons remarquer que nous adoptons dans cette étude 
la nomenclature proposée par Rosenheim et King (1934) et 
adoptée par Schoenheimer et Evans, Fieser, etc., et les conven- 
tions proposées par Rosenheim et Starling (4937) relatives a la 
configuration stérique des stérols. 

Le cholestérol, par exemple, est désigné comme cis, l’oxhy- 
drile en position 3 étant arbitrairement considéré en c?s par 
rapport au groupement méthyle fixé sur C,,. Quand, dans le 
cholestérol, la double liaison en 5: 6 est suppriméé par hydro- 
génation donnant le cholestanol (dihydrocholestérol), Vhydro- 
géne en C; est considéré en position trans par rapport au grou- 
pement fixé sur C,o. 

Le tableau VI, p. 300, indique les corps utilisés dans ces expé- 
riences. Pour cette étude, nous avons opéré de la méme facon 
que pour le cholestérol, c’est-a-dire que le stérol étudié est 
dissous dans l’alcool absolu 4 une concentration de 4 p. 100. 
Ensuite, VI gouttes de cette solution alcoolique sont ajoutées 
au bouillon + foie épuisé par alcool et Vacétone (ce qui 
donne une dilution du stérol de 1/10.000 environ). Au moins 
4 repiquages en série, en présence du corps étudié, sont effec- 
tués avant que nous affirmions que le stérol est actif. Pour 
les corps donnant des résultats négatifs, nous faisous au moins 
3 essais différents. 

Nous exposons et discutons ici les résultats obtenus. 

1° La présence de la double liaison en position 5 : 6 n’est 
pas indispensable a l’activité du stérol, elle peut-étre suppri- 
mée par hydrogénation : le cholestanol, le sitostanol, lergos- 
tanol et le cvs - cholestane 3 : 4 diol sont actifs. 


Ba LL | ole 


Ba aa Hom Ho. See 
H OHH 

Cholestérol Cholestanol, ergostanol Cis-cholestane 
actif). et sitostanol 3: 4-diol 


actifs). (actif). 
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2° Lestérification de la fonction alcool du cholestérol ne sup- 


prime pas l’activité : l’acétate et le palmitate de cholestérol 
sont actifs. 


TENT FSS S7 
Ac. O Pal. O 
Acétate Palmitate 
de cholestérol de cholestérol 
(actif). (actif). 


Cependant il faut noter que ces résultats ne sont pas appli- 
cables a tous les autres stérols actifs. L’ergostérol, par exem- 
ple, est actif, mais donne des cultures moins abondantes et a 
développement plus lent que le cholestérol. L’acétate de 
l’o-dihydroergostérol et l’acétate d’ergostérol sont inactils. 

3° La transformation de la fonction alcool en cétone sup- 


prime l’activité : le 4-5 : 6 cholesténone et le cholestane 3-one 
(cholestanone) sont inactifs. 


aig Kg ae 


ENTRY N77 YY 
HO i @ 0 H 


Cholestanol A-5 : 6 cholesténone Cholestane 3-one 


(actif). (inactif). (inactif). 


4° La suppression de l’oxhydrile en position 3 suffit pour 


inactiver la molécule : le 4-5 :6 cholesténe et le cholestane 
sont inactifs. 


elon 


STN Sa 


A-5-6 cholesténe Cholestane 
(inactif) (inactif). 


5° La présence d’un radical CH, ou d’un atome de chlore en 
position 3 inactive également la molécule. L’éther méthyhque 
du cis cholestérol et le chlorure de cholestérol sont inactils. 


ENS EVEN 
Me O Cl 
Ehter-méthylique Chlorure 
du cis-cholestérol de cholestérol 


(inactif). (inactif). 
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6° Sont également inactifs : L’a-oxyde de cholestérol et 
léther du dicholestérol. 


es es ade ok 


Lf a 
NN SN LNA 
SENG: HO Va 
O ie) 
Ether du dicholestérol Oxyde de cholestérol 
(inactif). (inactif). 


7° La présence d’une fonction alcool supplémentaire en posi- 
tion 4 ne supprime pas l’activité : le cts-A-5 : 6 cholesténe 3 : 
4 diol et le cis-cholestane 3 : 4 diol sont actifs. 


wie | 


Vie Na Ai 
HO I ; LO ian 
OH OW I 
Cis-A-5 :6 cholesténe Cis-cholestane 
3:4 diol 3:4 diol 
(actif). (actif). 


8° Par contre, la présence d’une fonction alcool ou cétone 
en position 6 peut inactiver la molécule : le a-3 : 5 : 6 
cholestane triol, le 3:6 diacétate du cholestane 3:5 6 triol 
et le cholestane 6-one, 3-ol, sont inactifs. 


ae ae ealees 
| | 
TY OS fo JF SoA V. NY ON 
HO eal AcO | HO A ll 
OH OH OH OAc HO 
g-3: 5:6 cholestane 3:6 diacélate Cholestane 6-one 
triol du cholestane 3:5 : 6-triol 3-ol 
(inactif). (inactif). 


(inactif). 


9° La présence d’une fonction cétone en position 7 inactive 


également la molécule : Vacétate du 4-5 :6 cholesténe 7-one 
3-ol est inactil. 


ie GAN 
re AOS 


Acétate du A-5:6 cholesténe 7-one 3-ol 
(inactif), 


10° L’épimérisation de Ja fonction alcool en position 38 


entraine l’inactivation de la molécule : 1’épi-cholestanol est 
inactit. 
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le S/O ISSA 
HO H HO ma 
Cholestanol Epi-cholestanol 
(acti). (inactif). 


11° La transformation de la double liaison en C,-C, en posi- 
tion CC; n’inactive pas la molécule : l’allocholestérol est actif 
ainsi que le pyridino-allocholestérol (1). 

11° a) L’Epz-allocholestérol est inactif. 


g ee he 


VAST. VE UN TS 
HO HO HO “ 
Cholestérol Allocholestérol Epi-A\locholestérol 
(actif). (actif). (inactif). 


12° L’épimérisation de la fonction alcool en position 4 
entraine également l’inactivation : le trans- A -5 : 6 cholesténe 
3: 4 diol, et le trans- cholestane-3 : 4-diol sont inactifs. 


ae cae yell jae 


VEU VARIN i PETG oe SOE 
HO | HO : HO H HO Hee 
OH OH OH H OHH 

Cis-A-5: 6 cholestéene Zrans-A-5: 6 cholesténe Cis-cholestane Trans-cholestane 
3:4 diol 3) 4 diol! 3: 4-diol 3: 4-diol 
(actif). (inactif). (actif). (inactif). 


13° Si Vhydrogéne fixé sur C; est en position cis par rapport 
au groupement méthyle fixé sur C,,, le corps perd son activité : 
le coprostérol est inactif. 

13° a) A fortiori est inactif 1 épi-coprostérol. 


NAN el) “ he 
HO” ai a HO H HO H 

Cholestanol Coprostéro] Epi-coprostérol 
(actif). (inactif). (inactif). 


14° Les corps présentant plusieurs « défauts » dans leurs 
molécules sont naturellement également dépourvus d’action. 


(1) Nous devons ce corps au Professeur Stoll. Le pyridino-allocholesté- 
rol doit ¢tre utilisé A faible concentration (1x10~® ) pour éviter l’action 
toxique de la pyridine. 
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Nous avons vu que le cholestanone et le 4-5 : 6 cholesténone 
cont inactifs. Sont aussi inactifs : le cholestane 6-one, le choles- 
tane 6-ol, le coprosténe 3 : 6-dione, la coprosténone, le choles- 
tane 3 : 6-dione, et le cholestane 3 : 6-dione, 5-ol. 


| | haces het Oe 


| 


YR 
tot rl a) i || 
H OW IO HO 
Cholestane 6-ol Cholestane 6-one Cholestane 3 : 6-dione 
(inactif). (inactif). (inactif). 
! 
|| e las 
(NL PNA WYN 
i i 
O OH O 
Coprosténe 3 : 6-dione Coprosténone Chotestane 3 : 6-dione-5-ol 
(inactif). (inactif). (inactif). 


15° Sont également sans action : le A-4 : 5 cholestene 7-ol, 
du A-3 : 4, 5 : 6-cholestadiéne 7-one, et l’éther méthylique 
le trans-cholestérol (le composé cis- est également inactif). 


ane leashed estas 


SHS OS N77 *S VS Nh 
OH O MeO 
A-4 : 5-cholesténe A-3:4, 5:6 cholesladiéne Ether-méthylique 
7-ol 7-one au trans-cholestérol 
(inaclif). (inaclif). (inactif). 


16° La présence d’une deuxiéme double liaison dans la partie 
cyclique de la molécule ne Jui est pas fatale : l’ergostérol, le 
22-dihydroergostérol et le 7-déhydrocholestérol sont actifs. 


CH; | CH, | 
ae) 7 NES 
CH, | CH, | | 
eels o\7 Zh 
OV ESS LOLITA 
HO HO 
Ergostérol, 7-déhydrocholestérol «-ergosténol, 
22-dihydroergostérol o-diby droergostérol 
(actifs). (actifs). 


17° De plus, la présence d’une double liaison ,-C,,, dans 
la partie cyclique de la molécule, n’empéche pas l’activité du 
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stérol ; le «-dihydroergostérol et le o-ergosténol (tétrahydro- 
ergostérol) sont actifs. 

On sait que la double liaison C,-C,, du tétrahydroergostérol 
ne peut pas étre réduite in vitro. Elle n’est pas non plus réduite 
dans le tube digestif du rat, alors que le cholestérol est réduit 
en coprostérol. L’action positive du dihydro- et du tétrahydro- 
ergostérol pour Trichomonas columbe semble indiquer que les 
ergostérols partiellement réduits exercent leur action telle que 
(voir Cook 1936). 

18° La présence d’une double liaison dans la chaine latérale 
est également compatible avec le maintien de l’activité : l’er- 
gostérol et l’e-dihydroergostérol sont actifs. 


CH, cH, 

YS ‘ 
Gey \Ncu, Paki Ncu, 

CH; | CH, CH, CH, 
. oy pari 
VON ENE VRS 
HO HO 
Ergost¢rol « dihydroergostérol 
(actif). (actif). 


19° De méme, l’activité est conservée lorsque les modifica- 
tions de la chaine latérale ne portent que sur la nature et l’em- 
placement des ramifications : l’ergostérol, le 22-dihydroergo- 
siérol, l’«-ergosténol (tétrahydroergostérol), l’ergostanol (hexa- 
hydroergostérol), le y-sitostérol, le y-sitostanol, et le cinchol 
sont actifs (4). 


CH, Hs 
RON iN 

cu, | | 64s cH, | CH; 

CH, | CH, CH, | Ligeti 
as ae | eg 
a a VON ANY 
HO HO 
22-dihy droergostérol y-sitostérol 
(actif). (actif). 


(1) Le cinchol est considéré comme isomére du sitostérol, mais la 
position de la double liaison est encore discutée. 
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CH, ous ; 
Si Ves 
cu, | [70M cn, | | el 
PN Ser ae Rosso 
GH | | CH, CH: CH 
Oo ae ee 
euNA iw Hye Xe We 
g-crgosténol (tétrmahydroergostérol) Ereostérol 


(actif). (actif). 


20° Nous avons montré (§ 19) que le y-sitostérol et le y-sitos- 
tanol sont actils; nous ajoutons que l’acétate de y-sitostérol 
est également actif. 

En plus des dérivés y du sitostérol (les seuls dont la cons- 
titution soit connue), il existe au moins deux autres dérivés : 
a et 6 (Anderson 1926, Wallis et Fernholz 1936). 

Nous avons constaté que l’acétate de B-sitostérol ne renfer- 
raant que des traces de y est inactif (2). 

Le f-sitostérol peut étre séparé de 1’a-sitostérol, mais pas 
complétement du y. Nous avons eu a notre disposition un 
sitostérol (mélange de 6 et de y) qui nous a permis 3 repi- 
guages seulement de Trichomonas columbe. Comme le y-sitos- 
terol est actif, nous pouvons supposer, pour expliquer ces 
résultats, que notre échantillon renfermait surtout du 6-sitos- 
térol et une faible quantité seulement de y. 

Le f-sitostérol serait donc inactif, résultat qui concorde avec 
les conclusions de l’étude de l’acétate de f-sitostérol, inactit. 

Un échantillon de sitostanol — du Tall6] — que nous devons 
au professeur Bengtsson, n’a permis que 3 repiquages. C’est 
un mélange des isoméres 2 et B dont les propriétés physiques 
correspondent a celles des échantillons les plus purs de f-sitos- 
tanol. Cet échantillon est considéré par Bengtsson (19335) 
comme dépourvu de y-sitostanol. Hl est donc possible que la 
faible activité soit due au composé a. . 

Nous ne pouvons cependant rien conclure quant a l’activité 
de l’a-sitostérol, que nous n’avons pas eu a l’état pur. L’acti- 


(2) Nous remercions le Professeur Otto Rosenheim qui nous a 


suggéré les expériences relatives 4 ]’étude du stigmastérol et sitosta- 
nol et aidé a interpréter les résultats de nos expériences. 
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vité d’un échantillon de sitostérol, mélange de «, 6 et y, pou- 
vant étre attribuée au composé y aussi bien qu’au 
composé «@ (4). 

24° Le stigmastérol et son acétate sont sans action; phéno- 
méne qui ne s’explique ni par la constitution de leur noyau 
cyclique, ni par celle de la chaine latérale telle qu’elle appa- 
rait dans la formule actuellement admise. Mais Linsert (1936) 
a observé que le 7-déhydrostigmastérol irradié posséde une 
action antirachitique trés faible alors que le 7-déhydrocho- 
lestérol et le 7-déhydrositostérol sont, comme |’ergostérol, trans- 
formés par irradiation en substances antirachitiques actives. 
Comme on sait que la double liaison C,,-C,,; est sans influence — 
sur l’activité, il est trés difficile de comprendre la quasi-inac- 
tivité D du 7-déhydrostigmastérol irradié, & moins de suppo- 
ser que la formule admise est inexacte. L’étude du compor- 
tement de Trichomonas columbe semble renforcer cette hypo- 
thése. 


CH, CH, 
aS A7S 
CH, | as CH, | CH; 
S\N NCH, ey ft Nox, 
ee ea: 
oe Vie ee MwA 
Sligmastérol? > Stigmastanol? 
(inactif). (tétrahy drostigmastérol) 
(inaclif). 
CH, CHe 
FS wo 
Ciele an ci ee 
ae SON NCH, VAS, lee SO 
CP ab cuppa | = CH, 
MONT ; wiek 
vo | 
LIN VOLS g 
110 HO 
+-silostérol -silostanol 


(actif). § (dihydrositostérol} 
(actif). 


(1) Nous indiquons ici que le composé « est considéré comme wn 
isomére du stigmastérol (WaALLIs et FERNHOLZ, 1936). 
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22° Le stigmastanol de Bengtsson (1), comme celui de Win- 
daus, nous a permis 3 repiquages seulement. Bengtsson (1935) 
considére que le stigmastanol, c’est-a-dire le stigmastérol com- 
plétement réduit, est identique au sitostanol. 

Le stigmastérol serait donc un sitostérol avec une double 
haison en 22-23. 

Si le stigmastérol et le stigmastanol correspondaient a la 
forme y du sitostérol ou sitostanol, ils devraient étre actils. 
Or, le stigmastanol, comme le stigmastérol, est imactil. 

Les conclusions tirées de l’étude du stigmastanol conlirment 
donc les conclusions de l'étude du stigmastérol. Les formules 
actuellement admises pour ces deux corps doivent étre 
inexactes. C’est-a-dire que le stigmastérol n’est pas un y-sitos- 
térol ayant une double liaison en 22-23, et que le stigmas- 
tanol n’est pas identique au y-sitostanol. 

Cependant, d’aprés Bengtsson (1935) le p-sitostérol est iden- 
tique au 22-dihydrostigmastérol. Le stigmastérol et le stigmas- 
tanol seraient donc des dérivés du f-sitostérol. Ceci explique 
le fait que le stigmastérol et le stigmastanol sont inactils, 
comme le f-sitostérol et f-sitostanol. Nos résultats sont done 
en accord avec les conclusions de Bengtsson. 

Nous pouvons donc conclure des recherches exposées dans 
les paragraphes 20, 21, 22 : 

a) Que la constitution proposée pour le stigmastérol et le 
stigmastanol est inexacte. 

b) Que le stigmastérol et le stigmastanol sont probablement 
des dérivés des formes 6 du sitostérol dent on ignore encore 
la constitution. 

23° La dégradation de la chaine latérale aboutissant & un 
acide oxycholénique dans lequel le systéme nucléaire du cho- 


lestérol est intact, inactive la molécule : l’acide a-5 : 6 
3-oxycholénique est inactif. 


(1) Ce stigmastanol a été préparé par hydrogénation d’un stigmastérol 
isolé — par précipitation sous forme de composé tétrabromé, débromé 
puis rebromé — 4 partir des stérols bruts de soja. 
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| 
CHs | Icoon 


Acide A-5 : 6, 3-oxycholénique 
(inactif). 

On peut prévoir que les autres acides biliaires : acide cho- 
lique, acide désoxycholique, acide lithocholique, acide ché- 
modésoxycholique, etc..., qui présentent une chaine latérale 
comme l’acide A-5 : 6, 3-oxycholénique, et en plus, des modi- 
fications de la partie cyclique de la molécule, seront dépourvus 
d’activité. 

24° La suppression de la chaine latérale, entraine égale- 
ment l’inactivation, qu'elle soit remplacée par un atome d’oxy- 
géne (déhydroandrostérone), ou par un oxhydrile (andros- 
téne 3 : 17-diol). 


CH: <0 CH, OH 
a va 
i SWAN aN Vlas 
CH, | | CH, | 
V VAT fos as 
| 
| 
Va NV VON 
HO HO 


Déhydroandrostérone 
(inactif). 


Androsténe 3:17, diol. 
(inactif). 


25° A fortiori sont inactives les substances qui, en plus de 
la suppression de la chaine latérale, comportent des modifi- 
cations du systéme nucléaire : testostérone, cestrone, équiline 


et équilénine. 
CH, Ol 
li 
LON. 


(ot Zou aaa all 
A 


ea NN 


Testostérone 
(inactif). 


CH 26 
| fy 
FONE 


| 


YRS 


A 


Wi. GEM 
HO 

Oestrone 

(inactif). 
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2 Le Ianostérol (C,.H,,0) dent on ne connait pas encore la 
formule exacte, et son dérivé cétonique la Ianosténone (C,.H,.0) 
sont également sans activité, Ces corps, darigine animale, 
sont extraits de la Ianoline. Ce ne sont ailleurs pas des stérols, 
proprement difs, mais des triterpémes pentacyeliques (Dorée 
et Petrow 19998). 

27° La vitamine D, (ergostérol irradié, ou calciférol) et le 
iamistérol sont également inactifs. Qn admet que dans ces cam- 
poses, Ie radical QH fixé en position 3 est épimérisé ce qui 
exphique leur inactivité en tant que facteur de croissance pour 
Tr. columbe. 


Remarques sur lactivité de quelques stérols. 


Nous syons souvent constaté que certains stérols permet- 
taient un développement rapide des flagellés, alors que 
@autres n’autorisaient qu'un développement lent. La mesure 
du temps de division n‘a pas été faite, mais les différences 
observées ant été tellement considérables (4) que nous indi- 
quons cependant nos observations qui sont résumées dans le 
tableau suivant : 


1) Par exemple, le développement avec un stéral peu favorable & Ait 
en sept & huit jours, alors que le tube témeim avec un stérel ts favo- 
rable, arrive au méme point de développement en trois A quatre jours. 
Pour tous les corps que nous étudions, nous avens: abservé ces dif 
rences 3 plusieurs reprises. 
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Tarsvac VIL 


: 


| DOCYLE LI4IS08 DOCWLE VAASBOS 
dans Ja partie | dans Ja chiaine 
cy Aique / lathrale 


STEKOL SCTSVISE 


22-dibydroergostérol . 2 -~ . || ao 
Ergestérol ; 
a-dibydroergostérol. 

Actlate d'ergostérol ; 

Acttate de dinydroergostérol ; 
Cholestérol. q 

Acétate de cholestérol. 


] 
4 


Tétrahydroergostérol | ++ P 
| 


| 
; 
| 
' 


++. développement rapide, trois 4 quatre jours; +, dévdoppement lent, sept 4 init 
jours; 0, pas de développement. 


On voit, si l’on considére une méme familie de corps, que 
la présence d’une double liaison dans la chaine Jatérale 
entraine une diminution de lactivité du stérol ; le tétrahydro- 
el le 22-dihydroergostérol sont plus actifs que \ergostérol 
«1 Je a-dihydroergostérol. 

On voit, d’autre part, que l’estérification des stérols 4 acti- 
vité faible comme lergostérol, et Je «-dibydroergostérol, peut 
entrainer la suppression de l’activité : Vacttate d’ergostéro) 
et lacétate de l’e-dihydroergostérol sont inactifs. 

Nous avons constaté, d’autre part (voir paragraphe 2, 
page 303), que lestérification du cholestérol ne supprime pas son 
activité. On peut se demander, dans ces conditions, si ce nest 
pas la présence simultanée d’une double liaison dans Ja chaine 
latérale et d’un radical acétique en position 3 qui est respon- 
sable de l’inactivation. 

Nous devons nous contenter de poser cette question, les 
documents en notre possession étant insuffisants pour nous 
permettre de répondre d’une facon définitive. 


Les conditions d’action des stérols. 


Nous pouvons tirer de l'étude qui précéde un certain nom- 
bre de conclusions sur l’activité des stérols en relation avec 
leur constitution et leur composition. 
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1° Seules les formes cis (position 8 et 4) sont actives, 
’ Vexclusion des formes trans (position 3 et 4). 

2° L’estérification du stérol (en position 3) est compatible 
avec le maintien de l’activité, mais le groupement OH dans 
cette position 3 ne peut étre ni supprimé, ni remplacé par 
un groupement cétone ou un atome de chlore. 

3° La présence d’un oxhydrile supplémentaire en position 
6 inactive la molécule, alors que ce méme groupement en 
position 4 ne nuit pas a l’activité. 

4° La présence d’une double liaison €,-C;, C,-Cg ou C,-Cy, 
dans la partie cyclique de la molécule est compatible avec 
le maintien de l’activité. 

5° La présence d’une double haison ou de ramifications 
supplémentaires dans la chaine Jatérale ne supprime pas 
Vactivité. 

6° La suppression des doubles liaisons de la chaine latérale 
ou de la partie cyclique, par hydrogénation, est compatible 
avec le maintien de l’activité. 

7° Le raccourcissement de la chaine latérale ou sa suppres- 
sion, entraine |’inactivation du stérol. 


REMARQUES SUR LA PHYSIOLOGIB 
DES TETRAMITIDES 


Comparaison des Tétramitidés étudiés. 


Les trois Tétramitidés que nous avons étudiés présentent 
une individualité biologique incontestable. L’étude des con- 
ditions de leur culture a montré qu’ils présentent également 
des différences dans leurs besoins trophiques. La composition 
des milieux de culture favorables a été faite dans les chapitres 
précédents. Nous comparons ici briévement les trois espéces 
au point de vue : a) des sérums favorables, b) des fermenta- 
tions glucidiques, c) des conditions thermiques compatibles 
avec leur multiplication. 

a) Le tableau ci-contre montre l’action de divers sérums 
envisagés comme facteurs de croissance pour les Tétramitidés. 
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Tastrau VIII. — Multiplication des Tétramitidés en bouillon 
peptoné additionné de divers sérums. 


Tr fetus \ Uri feius 


(de Glaser) |(de Riedmiiller)| ZU”: colubrorum 


SERUM Tr, columbe 


Homme . 
Chat. 
Cheval 
Mouton. . 
Lapin 
Cobaye. . 
Rat. . 
Pigeon 
Poule 


0, pas de multiplication; +_ multiplication irréeuliére avec le sérum de certains indi- 


yvidus; ++, multiplication abondante avec le sérum de tous les individus. 


b) Les fermentations des glucides sont résumées dans le 
tableau ci-joint : 


TasLeau IX. — Fermentation des glucides. 


GLUGIDE Eulr, colubrorum Tr. foetus Tr, columbe 


Arabinose . 
Xylose. . 
Rhamnose. 
Glucose . 
Galactose 
Lactose 
Lévulose. 
Maltose . 
Saccharose. . 
Raffinose 
Inuline 
Dextrine. . 3 . - 
Amidon soluble 
Glycérine 
Erythrite. . 
Sorbite. . 
Dulcite. . 
Mannite . 


lll ll ees >ppppep | | | 


lll) | eee | ereerp] | j 


A, forte acidification; a, légére acidification; —, pas d’acidification. 


c) Enfin, l'étude comparative des températures auxquelles 
peuvent se multiplier les flagellés, montre que l’Eutr, colu- 
brorum, parasite d’un vertébré a sang froid se multiplie, 
comme Chatton l’avait montré, jusqu’&é une température de 
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12°, alors qu’au contraire la limite inférieure est voisine de 
28° pour Tr. foetus et de 32° pour Tr. columbe. 


TABLEAU X. 
TETRAMITIDE 12-46° GC] 22° C 28° 


Kulr. colubrorum. . 
CLUS: ate ae 
Tr. columbe . . 


) E. Cuarron (1918). 
\2) R. CAmLLEAu (1934). 
3) de WittE (1933 a). 
3 A. Bos (1933). é 
+, multiplication réguliére et abondante; --, multiplication irréguliére; 0. pas de repi- 
quage possible. 


Pour ce qui concerne les limites supérieures, on constate 
quelle est plus basse pour Eutr. colubrorum que pour Tr. 
foetus et plus basse pour T’r. feetus que pour Tr. columbe. 

Sans vouloir Je moins du monde tirer de ces constatations 
une conclusion finaliste, nous devons cependant remarquer 
qu'il y a une certaine relation entre les exigences thermiques 


des diverses espéces de Tétramitidés et la température de 
leurs hdétes. 


Facteurs de croissance et spécificité parasitaire. 


On peut étre tenté d’établir une relation entre le fait que 
le sérum d’une espéce animale donnée renferme ou non les 
facteurs de croissance pour un Trichomonas et la réceptivité 
de cette espéce animale vis-a-vis de ce Trichomonas. 

En d’autres termes, un animal réceptif fournit-il toujours 
un sérum favorable ? 

Nous possédons sur ce sujet un certain nombre de docu- 
ments qui sont résumés dans le tableau XI, p. 347. 

On voit tout d’abord que les résultats des essais d’infec- 
tion différent pour un méme animal suivant la voie d’inocula- 
tion. Par exemple, dans les expériences de Lwoff et Nicolau 
sur le lapin, les injections intraveineuses et intrapéritonéales 
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TABLEAU XI. 


347 


: E 

= © A S 
Trichomonas - VOIE D'INOCULATION AUTEUR 5 Sy ao 5 

S <3 ee 

Be ms act =| 
Tre elus.. Lapin. Vaginale. Witte (1933 a, 1934).} + s= 
Tr. fetus. . .| Lapin. Intraveineuse. Lwoff et Nicolau. 0 ae 
IPs ORTISR | DW Intrapéritonéale. Lwoff et Nicolau. 0 a 
Tr. felus. . Lapin. | Sous-dure-mérienne. Lwoff et Nicolau. | ++ ae 
Tn fats. Cobaye. Intramusculaire. Witte (1938 a, 1934). | ++ ae 
Tr. felus. . .| Cobaye. Intrapéritonéale. Witte (1933 a, 1934). | ++ +-+ 
Tr. felus. . .| Cobaye. Orale. Wilte (1933 a, 1934). | ++ Sua 
Tr. fweius. . .| Cobaye.| Sous-dure-mérienne. Lwoff et Nicolau. ++ +4 
mp @eus sees Rat Intrapéritonéale. Lwoff et Nicolau. Ss 0 
Las OlUsicn 2 Rat Intracérébrale. Lwoff et Nicolau. a= 0 
Tr. fetus. . .|Mouton Vaginale. Andrews et Rees. z= 0 
Tr foetus. . .| Poule. | Sous-dure-mérienne. | Lwoff et Nicolau. == 0 
Tr. fetus. . .| Chien. | Sous-dure-mérienne. Lwoff et Nicolau. ++ | Pas étudide. 
Tr. felus. . .| Macaque. | Sous-dure-mérienne. | Lwoff et Nicolau. | ++ | Pas étudiée. 
Tr. columbe .| Pigeon. Orale. Bos (1934, a, b). ++ ++ 
Tr. colnmbe .| Pigeon Rectale. Waller. ak ++ 
Tr. columbe .| Pigeon. Orale. Cauthens (1934, 1936).} ++ 4+ 
Tr. columbe .| Poule. |Rectale, intra-osseuse. Waller. 0 0 
Tr. columbz .| Poule. Orale. Cauthens (1936). 0 0 
Tr. columbe .| Souris.- Intrapéritonéale. Bos (1934 a, b). ++ | Pas Gudiée. 
Tr. columbe .| Souris. | Sous-cutanée, intrahépatique. Bos. ; ++ | Pas étudiée. 
Tr. columbz .| Dindon. Orale. Bos. ++ | Pas étudiée. 

% 


n’ont pas conféré Vinfection, alors que les injections sous- 
dure-mériennes sont toujours positives et souvent mortelles. 

Le sérum de lapin, considéré comme source de facteur de 
croissance, donne des résultats irréguliers. Il est donc trés 
difficile de tirer, pour le moment, une conclusion de cet essai 
de rapprochement. Nous avons tenu cependant a poser le 
probléme et & exposer, les documents que nous possédons 
actuellement sur cette question. 


Le cholestérol considéré comme facteur de croissance. 


Nos expériences sur le Tr. columbe ont montré que ce 
flagellé avait besoin qu’on lui fournisse du cholestérol pour 
effectuer sa multiplication (Cailleau, 1935-1936). Nous pouvons 
donc conclure que Trichomonas columbe est incapable de réa- 
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liser la synthése du cholestérol. Tr. columbe est le premier 
exemple d’un microorganisme pour lequel le cholestérol est 
un facteur de croissance. Jusqu’dé quel point cette particularité 
est-elle propre a Tr. columbe ? 

Nous devons remarquer que, dans les milieux de culture 
pour Tr. foetus et Eutr. colubrorwm, on ajoute des organes, 
du sang ou du sérum, c’est-d-dire des substances contenant 
du cholestérol. Il est donc possible que ces organismes soient 
incapables de réaliser la synthése du cholestérol. Mais nous 
n’avons pas pu pousser assez loin l’analyse de la nutrition de 
ces deux Trichomonades pour résoudre ce probléme. 

Ce qui est certain, en tout cas, c’est que tous les Proto- 
zoaires libres et parasites étudiés jusqu’ici se multiplient sans 
qu’il soit nécessaire d’ajouter du cholestérol au milieu de 
culture. C’est ainsi que Glaucoma piriformis (A. Lwoff 1923) 
Strigomonas oncopelti (M. Lwolf 1933), Acanthamoeba castel- 
lanw (Cailleau 1934). Mayorella palestinensis (Reich 1984), se 
multiplient en eau peptonée. D’autres Trypanosomides : Sir- 
gomonas culicidarum, Str. fasciculata, Leptomonas  cle- 
nocephahi (M. Lwoff 1933) se développent en eau peptonée +- 
hémine. 

On peut donc affirmer que ces organismes n’ont pas bescin 
de cholestérol comme facteur de croissance. Mais on peut se 
demander si ces Protozoaires en réalisent la synthése ; en 
effet, il semble pouvoir exister des organismes vivants qui ne 
renferment pas de stérols. 


Les stérols chez les Bactéries. 


Dés 1920, Goris avait constaté labsence de stérols chez 
Mycobacterium tuberculosis. 

Cette conclusion a été confirmée par les travaux de R. J. 
Anderson et ses collaborateurs (1929, 1932), Prickett et Mas- 
sengale (1931) et par Chargaff (4933). 

Cependant, en 1935, Hecht annoncait avoir trouvé des sté- 
rols chez le bacille de Koch, résultat qui fut réfuté par Ander- 
son, Schoenheimer, Crowder et Stodola (1935). On peut donc 
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considérer actuellement l’absence de stérol chez le bacille 
tuberculeux comme hautement probable. 

Comme Tr. columbe constitue un réactif tres sensible de 
certains stérols, nous avons essayé d’obtenir sa culture en 
bouillon +foie épuisé par l’acétone, additionné d’un extrait 
de bacille de Koch. 

Cet extrait nous a 6té obligeamment donné par M. Fetke. 
Il s’agissait d’un extrait acétonique que nous avons évaporé 
dans le vide et repris par l’alcool (1). L’addition de cet extrait 
alcoolique n’a pas permis la culture de Tr. columbe, quelle 
que soit la dose employée. Cette expérience confirme donc 
les conclusions relatives & l’absence de stérols chez Myco- 
bacterium tuberculosis. 

Escherichia coli, d’aprés von Behring (1930), est également 
dépourvu de stérol. Il en est de méme de Corynebacterium 
diphtherie (von Behring 1930, Chargaff 1933). Pour ce qui 
concerne E. coli, nous avons constaté que |’extrait de corps 
bactériens, obtenu 4 chaud par l’acétone et repris dans l’al- 
cool, donne des résultats négatifs comme l’extrait de Myco- 
bacterium tuberculosis. 

Cependant il semble bien que cette absence de stérol ne soit 
pas générale chez les Bactéries. Azotobacter chroococcum 
(Greaves 1935, Sifferd et Anderson 1936) renferme un ou 
des stérols. 

Les stérols ne sont donc pas des constituants universels de 
la substance vivante. Leur présence a cependant été signalée 
chez tous les animaux et chez tous les végétaux supérieurs 
qui ont été étudiés a ce point de vue. On a également trouvé 
des stérols chez les Levures et les Moisissures. Pour ce qui 
concerne les Protozoaires, on ne possetde malheureusement 
aucune donnée relative & la présence ou a l’absence de 
stérols. 


(1)-1 c. c. de solution alcoolique correspond 4 4 grammes environ 
de bacilles de Koch secs. 
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Les stérols, facteurs de croissance pour les Insectes. 


Trichomonas columbe n’est cependant pas le seul exemple 
d'un organisme ayant besoin d’un stérol comme facteur de 
croissance. En effet, Hobson (1935) en méme temps que nous 
démontrions le réle du cholestérol pour Trich. columbe, a 
montré que la larve du diptére : Lucilia sericata (élevage asep- 
tique) ne se développe que si on lui fournit un stérol : cho- 
lestérol, ergostérol, sitostérol ou lanostérol (4). 

Il est possible que d’autres Insectes aient également besoin 
de stérols. C’est ainsi que Lafon (1937) a constitué un milieu 
de culture pour les larves de Drosophila melanogaster (Meig), 
lequel ne permet le développement qu’en présence de léci- 
thine. Il est possible que la lécithine agisse comme source de 
cholestérol (v. p. 296). 


Role physiologique des stérols considérés comme facteurs 
de croissance. 


Les stérols présentent une grande importance biologique. 
L’examen du tableau ci-joint, emprunté & Needham et que 
nous avons complété pour ce qui concerne les facteurs de 
croissance pour T'r. columbe montre bien les aspects variés 
de leur action. Nous passerons briévement en revue le réle 
physiologique des stérols. 

Il existe des stérols d’origine végétale qui possédent une 
action sur le cceur : strophanthine, ouabaine, digitoxine, cyma- 
rine, etc..., certains autres possédent une action toxique, 
comme quelques poisons des crapauds : bufotoxine, bufota- 
line, bufogine, etc... Nous ne nous en occuperons pas ici. 


(1) Nous faisons des réserves pour ce qui concerne |’activité du lanos- 
térol. Ainsi que nous l’a écrit le Professeur O. Rosenheiin, il est trds 
difficile d’obtenir du lanostérol pur, et le lanostérol contient souvent 
du cholestérol. Le lanostérol n’est d’ailleurs pas un stérol proprement 
dit, mais un triterpene pentacyclique. 
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Les stérols qui retiendront notre attention sont ceux qui 
interviennent dans le développement et la croissance des 
organismes. Ce sont les substances anti-rachitiques, les hor- 
mones sexuelles, les corps cancérigénes, les « organisateurs », 
et enfin le cholestérol. 

Les hormones sexuelles agissent en déterminant les carac- 
téres sexuels secondaires. Elles interviennent d’autre part, 


SUBSTANCES 
ANTIRACHITIQUE S 
(VITAMINES D) 


AGLUCONES 
DES 
GLUCOSIDES CARDIAQUES 


POISONS 
DES 
CRAPAUDS 


SEXUELLES 


SUBSTANCES 
NEUROGENIQUE) 


SUBSTANCES 
CANCERIGENES 


Fic. 4. — Schéma de Needham montrant l'activité biologique des stérols, 
complété pour ce qui concerne les facteurs de croissance pour Trichomonas 
columbe. Le probléme des rapports de ces facteurs avec les vitamines D est 
actuellement résolu : les vitamines D ne peuvent pas servir de facteur de 
croissance. 


comme l’ont montré Lacassagne (1932) et Loeb (1935) dans 
l’étiologie de certains cancers. L’cestrone d’ailleurs n’agit pas 
directement et ne manifeste son action que sous |’influence 
de certains facteurs héréditaires. 

Au contraire, les corps cancérigénes, d’aprés les travaux 
de Kennaway, Cook et de leurs collaborateurs (1934, 
1932 a, b, 1934) au Research Institute of the Cancer Hospital, 
4& Londres, semblent pouvoir agir directement. Ce sont, entre 
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autres, le 1 : 2 benzopyréne, le méthylcholanthréne, et le 
4 : 2.5 : 6-dibenzoanthracéne. Il faut noter que certains 
d’entre eux possédent également une action cestrogénique. 

Enfin Waddington, Needham, Nowinski et Lemberg 
(1934-1935), ont pu montrer que certains de ces corps cancé- 
‘igénes : le 1: 9-diméthylphénanthréne, le 9 : 10-dihydroxy- 
} : 10 di-n-butyl-4 : 2 3 : 6-dibenzanthracéne, et le 1:5: 
6-dibenzanthracéne, pouvaient agir comme « évocateurs », 
c est-a-dire qu’ils sont capables d’induire la différenciation 
de Vectoderne de Ja gastrula des amphibiens en_ tissu 
nerveux. 

Tous ces corps agissent donc sur la différenciation cellu- 
laire, et jouent un rdle important au cours du développe- 
ment normal, ou dans Je déterminisme de certains processus 
pathologiques. 


1 
: 


D’autres stérols, comme les vitamines D, interviennent 
directement dans les phénoménes de croissance proprement 
adits, en agissant sur le métabolisme du calcium. 

Le mécanisme exact de cette action n’est pas élucidé. On 
sait seulement qu’en présence de vitamine D, l’absorption du 
Ca par l’intestin est angmentée (Nicolaysen 1937) ainsi que la 
ieneur du sérum en calcium (Crimm et Strayer 1938). 

D’autre part, l’excrétion du calcium endogéne est aug- 
mentée chez les animaux carencés en vitamine D et l’activité 
des phosphatases est également augmentée (Folley et Kay 
1937). 

Quant au cholestérol, qui est un constituant général des Mé- 
tazoaires, son réle physiologique est absolument inconnu et son 
origine méme est discutée. Les animaux supérieurs en réali- 
sent la synthése, mais on ignore tout des matériaux a partir 
desquels cette synthése est effectuée, et, & plus forte raison, 
de son mécanisme. 

Quant aux végétaux (certaines Bactéries mises a part, 
v. p. 318), ils réalisent eux-mémes entiérement la synthése de 
leur stérols : sitostérol, stigmastérol, fucostérol, ergostérol, 
etc... 

Chez les végétaux qui effectuent la synthése des stérols, cer- 
faines hormones sexuelles peuvent exercer une action stimu- 
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lante, c’est-a-dire augmenter la vitesse de développement. 
C'est ce qu’on observe chez certaines Levures (Weber 1937) et 
chez les végétaux supérieurs (Scharrer et Schropp, 1937). 

On ignore actuellement tout du mode d’action des hormones 
sexuelles sur les végétaux, qui, dans les cas cités, ne sont pas 
des facteurs de croissance ou des vitamines, mais de simples 
stimulants. 

L’action du cholestérol pour Trichomonas columbe aussi 
bien que pour Lucilia sericata (Hobson 1935) est au contraire 
celle d’un facteur de croissance (1). La question de son réle 
physiologique reste entiérement ouverte. 


RESUME ET CONCLUSIONS (2) 


1° Eutrichomastix colubrorum qui n’avait pu ¢tre cultivé 
jusqu’ici que dans des milieux contenant des particules 
(Chatton 1918), bouillon+foie, bouillon+sang, est capable 
de se développer dans des milieux liquides (bouillon + sérum). 

2° Les sérums de diverses espéces animales ne sont pas éga- 
lement favorables. Les sérums de cheval et de cobaye donnent 
de bons résultats a l’exclusion des sérums d’homme, de chat, 
de mouton et de rat, qui donnent des résultats irréguliers, et 
des sérums de lapin, de pigeon et de poule qui donnent des 
résultats négatils. ' 

3° Eutrichomastiz colubrorum attaque un certain nombre 
de glucides et polyalcools: glucose, galactose, lévulose, mal- 
tose, saccharose et raffinose: forte acidification; lactose: légére 
acidification; arabinose, xylose, rhamnose, inuline, dextrine, 
elycérine, érythrite, sorbite, dulcite et mannite: pas d’acidi- 
fication. 

4° Trichomonas foetus peut se multiplier en bouillon + 
sérum de cheval (Witte 1933, Riedmiiller 1936). Nous n’avons 
pas pu confirmer ces résultats, mais nous avons vu par contre, 


(1) Un facteur de croissance pour un organisme donné (d’aprés 
ja définition de A. Lwoff) est une substance dont cet organisme est 
incapable de réaliser la synthése, et en l’absence de laquelle toute 
multiplication est impossible. 

(2) Toutes les conclusions qui ne sont pas suivies du nom d’un auteur 
sont originales. 
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que les sérums d’homme, de chat et de cobaye sont favorables, 
-alors que les sérums de lapin et de cheval donnent des résul- 
tats irréguliers; les sérums de mouton, rat, pigeon et poule, 
des résultats négatifs. 

5° Ces résultats sont valables pour les souches européennes 
de Witte et de Riedmiiller. La souche américaine de Glaser 
est incapable de se développer en bouillon +sérum. 

6° Trichomonas foetus (souches deWitte et de Glaser) atta- 
que un certain nombre de glucides et polyalcools: glucose, 
galactose, lactose, Iévulose, maltose, saccharose, dextrine et 
amidon soluble: forte acidification; inuline: légére acidifica- 
tion; arabinose, xylose, rhamnose, glycérine, érythrite, sor- 
bite, dulcite et mannite: pas d’acification. La souche de 
Riedmiiller se comporte de facon identique (Riedmiiller 1936). 

7° Trichomonas columbe qui n’avait été cultivé qu’en 
bouillon foie (A. Bos 1933) est capable de se développer en 
bouillon sérum. | 

&° Seuls les sérums de pigeon et de rat sont favorables, a 
Vexclusion des sérums de: homme, chat, cheval, mouton, 
lapin, cobaye et poule. 

9° L’action négative de certains sérums (ex. sérum de che- 
val) a été analysée ; elle tient : 1° 4 une action agglutinante, 
2° a absence d’un facteur de croissance. 

10° Trichomonas columbe fait fermenter un certain nombre 
de glucides et polyalcools: glucose, galactose, maltose, sac- 
charose, dextrine et amidon soluble: forte acidification; lac- 
tose, lévulose et inuline: légére acidification; arabinose, 
xylose, rhamnose, ralfinose, glycérine, érythrite, sorbite, 
dulcite et mannite: pas d’acification. 

11° Le foie apporte aux flagellés au moins deux facteurs 
de croissance. L’un de ces facteurs est insoluble dans l’acé- 
tone, l’alcool et l’éther; il est thermostable. Sa nature n’a pas 
été déterminée. 

12° L’autre facteur, soluble dans l’acétone et l’alcool, a 
été identifié au cholestérol. 

13° L’étude de l’activité de 67 stérols en tant que facteur 
de croissance pour Trichomonas columbe a été faite. Les 
résultats sont les suivants: 
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A) La présence de la double liaison en position 5-6 n'est 
pas nécessaire et l’estérification de la fonction alcool en posi- 
tion 3 (par l’acide acétique ou palmitique) ne supprime pas 
Vactivité. 

B) La transformation de la fonction alcool (en position 3) en 
cétone, ou sa suppression inactive la molécule, ainsi que le 
remplacement du radical OH par un atome de chlore. 

C) La présence d’une fonction alcool supplémentaire en posi- 
tion 4 ne nuit pas a l’activité. 

D) Par contre, la présence d’une fonction alcool ou cétone 
en position 6, ou d’une fonction cétone en position 7 inactive 
la molécule. i 

EF) L’épimérisation de l’oxhydrile en position 3 ou position 4, 
ou de l’hydrogéne en position 3, inactive la molécule. 

F) Les corps présentant plusieurs « défauts » dans leur 
molécule sont a fortiori inactifs. 

G) La présence d’une deuxiéme double liaison en 7-8 ou 
en 4-5, n'est pas fatale, non plus que la présence d’une double 
haison en 8-14. 

I!) La présence d’une double haison dans la chaine laté- 
rale ne supprime pas l’activité, de méme que les modifica- 
tions de la chaine latérale ne portant que sur la nature et 
Vemplacement des ramifications. 

I) Par contre, la dégradation de la chaine latérale, abou- 
tissant aux acides biliaires, ou sa suppression, aboutissant 
aux hormones sexuelles, inactive complétement le stérol. 

J) L’étude de plusieurs échantillons de 6 et de y-sitostérol 
et sitostanol, du stigmastérol et du stigmastanol, nous a 
montré que le stigmastanol et le stigmastérol (conformément 
aux conclusions de Bengtsson 1933) doivent étre considérées 
comme des dérivés de la forme £ du sitostérol qui ne posséde 
pas d’activité pour Trichomonas columbe. 

K) L’étude de plusieurs dérivés d’ergostérol a montré que 
la double liaison en 22-23, diminue l’activité du stérol, et 
que l’estérification d’une molécule contenant cette double 
liaison suffisait pour supprimer son action. L’estérification 
d’un stérol sans double liaison dans la chaine latérale, ne 
supprime pas son activité. 

L) Le flagellé Trichomonas columbe et la larve du diptére 


326 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Lucilia sericata (Hobson 1935) sont les seuls organismes 
pour lesquels le cholestérol ait été décrit comme facteur de 
croissance. 

14° La comparaison des trois Tétramitidés étudiés, au 
point de vue 4° nutrition, 2° fermentation des glucides, 
3° exigences thermiques, montre que chacun d’eux présente un 
ensemble de caractéres physiologiques propres. 
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REALISATION EXPERIMENTALE 
DE L'HEPATITE BULLEUSE A BACILLUS PERFRINGENS 
CHEZ LE LAPIN 


par E. DALOUS, J. FABRE, H. PONS, M. CAHUZAC. 


(Service de Clinique médicale du Professeur E. Dalous.) 


L’étude de 6 cas personnels de septicémies & B. perfrin- 
gens, l’analyse des observations de la littérature et l’expéri- 
mentation nous ont conduits & donner une interprétation parti- 
culiére des Iésions hépatiques observées dans cette affection, 
interprétation exposée dans des travaux antérieurs. 

L’expérimentation continuée depuis cette date nous permet 
aujourd’hui d’apporter, pensons-nous, la confirmation d’une 
Opinion qui n’était & Vorigine qu’une hypothése de travail. 

Au cours des septicémies a B. perfringens, que l'on n’ob- 
serve guére en clinique qu’aprés des avortements septiques, 
le foie présente, 4 considérer, des lésions tout & fait spéciales, 
décrites d’ailleurs avant méme que leur étiologie fit connue. 
Les auteurs allemands, les premiers, se sont occupés de la ques- 
tion, et c’est Ernst, en 1893, qui a donné la premiére descrip- 
tion de l’hépatite bulleuse caractéristique, souvent décrite sous 
ls nom de « foie éponge ». Puis les travaux se sont succédé, 
les lésions bulleuses ont été rapportées au germe habituelle- 
ment en cause, le B. perfringens et des analyses histo-patholo- 
giques ont été données notamment par Widal, Lemierre, 
Abrami, Kindberg, dont lobservation doit étre considérée 
comme le travail le plus important ayant paru sur la question, 
puis par Lehmann, Cattan, Harvier, Merklen et Antonnelli, 
Loeper, Carnot, etc., pour ne citer que les principales parmi 
ces études anatomiques. 

Deux points particuliers ont retenu notre attention : 

1° L’hépatite bulleuse a été généralement considérée comme 
constituée de lésions purement mécaniques, le développement 
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des bulles 4 l’intérieur du parenchyme hépatique n’entrainant 
pas d’altérations notables au niveau du tissu hépatique restant 
entre les bulles. Cette conception est un des arguments en 
faveur de la nature hémolytique de lictére observé ; c'est sur- 
tout le seul argument en faveur de sa nature uniquement hé- 
molytique. Nous avons, dans des publications antérieures, 
exposé notre fagon de voir & ce sujet : les piéces prélevées au 
cours de quatre autopsies trés précoces nous ont permis de dé- 
crire des lésions manifestes d’hépatite trés visibles au niveau 
du tissu hépatique restant entre les bulles. Nous pensons qu’au 
cours des septicémies a B. perfringens, le foie présente des 
altérations structurales et cytologiques telles qu’il est impos- 
sible de le considérer comme étant fonctionnellement indemne. 
Nous ne reviendrons pas ici sur ce sujet, et nous nous occupe- 
rons uniquement du second point, a savoir la palhogénie des 
lésions. 

2° Les lésions bulleuses intra-hépatiques ont été diverse: 
ment interprétées. Par suite de la pullulation trés rapide du 
germe aprés la mort, on a pu considérer d’abord aprés cer- 
taines autopsies tardives, la bulle comme une formation post 
mortem, sans intérét histo-pathologique. 

Mais les autopsies pratiquées dans de bonnes conditions 
ont permis d’affirmer la réalité de Vhépatite bulleuse, en 
méme temps que de préciser en partie lhistogénése de 1’élé- 
ment constitutif, la bulle. Cependant, et c’est la le fait qui 
nous intéresse, nous croyons que l’hépatite bulleuse 4 B. per- 
jringens n’a jamais été réalisée expérimentalement chez l’ani- 
mal, 

Lorsqu’on inocule une souche de B. perfringens virulente 
& un animal sensible (cobaye) par voie intramusculaire, l’ani- 
mal meurt en dix-huit a trente-six heures avec un phlegmon 
cangréneux étendu. Le germe se généralise plusieurs heures 
avant la mort, et examen histologique permet de retrouver 
de petites embolies microbiennes dans la plupart des organes. 
Le foie, en particulier, en montre une trés grande quantité, 
mais on n’a jamais signalé de formation bulleuse typique. 

Par voie intra-cardiaque, il est difficile d’éviter la produc- 
tion d'un phlegmon gangréneux de la paroi, par inoculation, 
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en retirant lVaiguille. L’animal meurt, du reste, en un temps 
extrémement court, et jamais on n’observe de bulles intra- 
hépatiques. 

Si l'on s’adresse & un animal plus résistant, tel que le 
Lapin, les conditions changent partiellement selon la virulence 
du germe et la voie d’inoculation. 


« 


Fic. 14. — Plage de tissu hépatique parsemé de bulles. Entre ces cavités, lésions 
manifestes d’hépatite. Les cellules sont claires; par plages leur contour a 
complétement disparu. 


1° Par imoculation intra-musculaire. 

a) Trés souvent l’animal résiste aprés une lésion locale de 
peu de durée, n’atfectant pas le type gangréneux et ot le 
Ii. perfringens ne pullule pas. 

b) Pour des souches trés virulentes (passage direct du 
Cobaye au Lapin) on observe un phlegmon gangréneux étendu, 
et l’animal meurt en vingt-quatre 4 quarante-huit heures. Les 
lésions yiscérales observyées sont en tous points analogues a 
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celles que nous venons de décrire chez le Cobaye : embolus 
microbien sans formation bulleuse. 

c) La condition optimum d’étude est difficile & réaliser et 
nécessite des souches d’une virulence telle que |’animal résiste 
un certain temps. Mais dans toutes les conditions soit de sur- 
vio (animaux sacrifiés & divers moments), soit de mort aprés 


Fic. 2. — Un embolus de B. perfringens, réalisant dans le parenchyme hépa- 
ee an Page foyer de nécrose. La production gazeuze ébauche la formation 
dune bulle. 


un nombre variable d’inoculations, les lésions viscérales et, 
eu particulier, hépatiques sont comparables : ou bien amas 
microbien sans bulles, les germes paraissant « cheminer » 
entre les travées cellulaires, et lésions d’hépatite peu marquées 
du point de vue cytologique ; ou bien, si l’animal a résisté 
trés longtemps, lésions manifestes d’hépatite que la rareté des 
germes permet d’interpréter comme étant surtout d’origine 
toxigque. Mais dans aucun cas on n observe de bulle. 


iii 
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2° Par voie intra-veineuse ou imtra-cardiaque, les altérations 
histo-pathologiques sont tout a fait analogues. Leur intensité 
est en rapport avec les possibilités réactionnelles de l’animal 
en expérience vis-a-vis du germe injecté ; c’est-A-dire (si Vin- 
fection a été mortelle) proportionnelles a la durée. 


Fic. 3. — Le méme embolus, trés grossi. Les lésions cytoplasmiques et nucléaires 
des cellules hépatiques sont manifestes. Mais il n’existe pas le moindre infiltrat 
autour de lamas microbien; la lésion n’est absolument pas pyogéne. 


Tel est le résumé de nos premiéres constatations histo-patho- 
logiques chez l’animal. 

Parallélement a cette étude expérimentale, un fait nous a 
paru remarquable dans |’étude des observations publiées : le 
foie éponge est observé dans les septicémies a B. per/ringens 
dorigine utérine, @ l’exclusion de toute autre porte d entrée. 
Sans doute, les infections générales d’autres causes sont rares 
(55 cas publiés, dont plusieurs ont guéri) et les protocoles d’au- 
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topsies les concernant, beaucoup plus rares encore. Il est cepen- 
dant frappant de constater que lorsque le germe passe, méme 
précocement dans la circulation, au cours d’une gangrene 
cazeuse par exemple, le foie, atteint de lésions plus ou moins 
marquées (Fiessinger 1915), n’est pas criblé de bulles. 

Ces constatations anatomo-cliniques et expérimentales nous 
ont conduits, il y a deux ans, a proposer @ prior, une patho- 
cénie particuliére du foie bulleux : « Nous ne voyons pas de 
raison, écrivions-nous, nous empéchant de considérer les 1é- 
sions décrites comme une gangréne métastatique du foie. Ces 
iésions, dues au B. perfringens sont de petits abcés nécro- 
tiques avec production de bulles gazeuses dans 1|’épaisseur 
méme du parenchyme. Sans doute, le processus ne va pas 
jusqu’au bout et la destruction totale de la gangréne ne se 
produit pas dans le foie comme dans une masse musculaire, 
pour la seule raison que cette évolution n’a pas le temps de 
se produire. 

Dans les gangrénes gazeuses métastatiques du foie, la voie 
@apport nous parait jouer un role prépondérant : elle peut 
étre directe, et la dissémination capillaire se faire sans pas- 
sage par le systéme artériel. Au niveau de l’utérus, on ne 
peut pas ne pas mentionner la possibilité d’un ensemence- 
ment direct du systéme porte. Les veines génitales internes 
sont anastomosées avec les trois groupes veineux inférieur, 
moyen et supérieur du rectum, au niveau duquel toute une 
série de voies anastomotiques relient les circulations porte et 
cave. Il y a, par la voie de ces riches plexus veineux, possi- 
bilité dun premier essaimage uniquement veineux, unique- 
ment anaérobie a l’autre extrémité du systéme porte, c’est- 
a-dire au niveau du foie ». 

Par notre expérimentation, depuis cette hypothése, nous 
avons essayé de réaliser un foie bulleux en nous rapprochant 
autant que possible des conditions cliniques, c’est-ad-dire en 
réalisant un essaimage du B. perfringens empruntant le sys- 
téme porte. 

Kn fait, nous nous sommes heurtés & d’assez grosses diffi- 
cultés. Sans rapporter le détail de toute notre expérimenta- 
tion, nous donnerons les causes de nos premiers échecs, puis 


am 


L'HEPATITE BULLEUSE A. B. PERFRINGENS CHEZ LE LAPIN 333 


nous décrirons complétement le protocole qui, chez le lapin 
40, nous a permis d’obtenir une hépatite bulleuse. 

I. Pour tenter de nous rapprocher le plus possible des con- 
ditions pathologiques, nous avons essay6 d’abord des inocu- 
lations au niveau des voies génitales de diverses souches de 
B. perfringens chez la Lapine. Nous n’avons jamais obtenu 


Fic. 4. — Petite bulle, 4 trés fort grossissement. 


d’hépatite bulleuse. Tantét les animaux ont survécu a des ino- 
culations insuffisamment virulentes, tantét ils ont été tués 
trés rapidement par des processus gangréneux envahissant 
raroi abdominale et péritoine. 

II. Les inoculations intra-hépatiques directes ne nous ont 
pas donné de succés. Méme en pratiquant l’inoculation avec 
des aiguilles d’une extréme finesse ou avec des tubes capil- 
laires de verre nous avons toujours eu des hémorragies sévéres 
qui, si elles ne tuaient pas l’animal, inoculaient la séreuse 
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yéritonéale avec le germe injecté.. Une péritonite mortelle en 
douze ou vingt-quatre heures enlevait tout intérét a lVexpé- 
rience. 

Ill. Nous avons enfin tenté l’inoculation endo-veineuse dans 
une veine mésentérique du Lapin. Ici encore nous avons eu 
plusieurs motifs d’échec. 

1° Nous citerons pour mémoire les échecs relevant de fautes 
de technique. Mentionnons de fréquentes hémorragies dues a 
une déchirure minime de la veine, réalisant a4 tout coup une 
infection péritonéale suraigué par Je sang mélé au liquide 
injecté. 

D’autre part, le péritoine a assez souvent été inoculé par 
une goutte de liquide septique mouillant l’aiguille au moment 
et l’on retirait celle-ci. En effet, malgré la grande résistance 
du péritoine du Lapin, la nécessité d’employer pour ces injec- 
tions endo-veineuses de trés petites quantités de culture trés 
virulente, la moindre faute de technique donne de facon quasi 
constante une péritonite suraigué. 

2° Plus complexe est la question de la virulence adéquate. 
Nous avons toujours vérifié les conclusions déja longuement 
développées dans des publications antérieures. 

Les souches de B. perfringens isolées a partir de la terre 
sont toujours virulentes. 

A Vopposé, les souches isolées soit sur le cadavre, soit sur 
certaines sérosités pathologiques sont souvent dépourvues d’ac- 
tion pathogéne. 

Une grande virulence est impossible & conserver en culture 
au dela d’un temps trés bref n’excédant pas vingt-quatre heures 
en milieux sucrés, et dépassant difficilement quarante-huit 
heures méme si l’on prend la précaution d’empécher l’acidifi- 
cation du milieu. 

Sur le Lapin, la seule technique qui nous ait donné des ré- 
sultats constants est la suivante 

a) Inoculation d’émulsion de terre & un premier cobaye. 
Production d'un phlegmon gazeux contenant du B. perjrin- 
gens en abondance. 

b) Isolement a partir de la sérosité du phlegmon en 6 A 
& tubes de gélose Veillon. 


a 
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c) Prélévement d’une colonie typique moins de dix-huit 
heures aprés l’ensemencement (en général tubes 4, 5 ou 6). 

d) Inoculation de cette colonie A un deuxidéme cobaye qui 
fait un phlegmon gangreneux a B. perfringens pur. 

e) Inoculation du Lapin au moyen de la sérosité de ce 
phlegmon. 

On concoit qu’une telle technique ne permette absolument 


Fic. 5. — Bord d'une grosse formation bulleuse, avec rares B. perfringens. Trés 
grosses lésions d@’hépatite au contact de la bulle (comparer a la figure 4, ot 
le tissu hépatique est presque indemne). ; 

aucune prévision quant au degré d’action pathogéne des 

germes inoculés et qu’il faille s’en remettre & peu pres au 

hasard en ce qui concerne le dernier passage. Par suite de ce 
fait, un certain nombre de nos lapins ont survécu un temps 
insuffisant ; d’autres, au contraire, ont résisté. 

3° Le lapin 40 a été inoculé dans des conditions satisfai- 
santes. ) 

a) Isolement de la souche. Le cobaye 29 est inoculé le 
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26 juillet 1936 avec une colonie de seize heures préievée sur 
gélose Veillon. Le germe provient d’une hémoculture anaérobie 
de femme atteinte de septicémie & B. perfringens (obs. n° 5). 
Le Cobaye est mort en dix-huit heures avec un phlegmon 
cazeux é6tendu de la cuisse et de la paroi abdominale 
antérieure (contrdle bactériologique ultérieur : B.  per- 
fringens pur dans le sang, les reins, le foie, la sérosité du 
phlegmon). 

b) Prélévement de X gouttes de sérosité du phlegmon et 
dissolution de ces X gouttes dans 1 c. c. 5 de sérum physio- 
logique tiéde. I goutte de l’émulsion montre & l’examen direct 
une quantité considérable de B. perfringens. 

c) Lapin 40. Laparotomie, incision de 4 centimétres. Une 
anse intestinale est extériorisée, deux fils de catgut a 4 centi- 
metre Vun de lautre sont placés sous les vaisseaux mésen- 
leriques. Une aiguille trés fine est introduite dans la veine 
turgescente, et le fil supérieur est noué, réalisant la ligature 
de la veine sur laiguille. 

Inoculation des 2 cent. cubes de dilution qui passent trés 
facilement, et lavage de laiguille avec 2 cent. cubes de sérum 
physiologique pour éviter autant que possible inoculation de 
Ja parol veineuse en retirant l’aiguille. Cette aiguille est retirée 
ep méme temps que sont serrées les deux ligatures. 

Avant de refermer, nous constatons la production d’un 
infarctus mésentérique assez étendu, dai & la ligature, que 
nous n’avons pu éviter, de tout le paquet vasculaire. 

La paroi est suturée en un plan, au crin. 

L’animal est sacrifié au bout de trente-six heures, en période 
agonique. 

Aulopsie : 1° A Vouverture de la cavité péritonéale s’écoule 
une petite quantité de sérosité rosée contenant du B. per[rin- 
gens en abondance. 

2° Il existe un infarctus mésentérique étendu, de forme 
triangulaire. 

3° La vessie est pleine, en rétention, contenant 48 cent. 
cubes d’urine. Cette urine, prélevée par ponction, est rouge. 
Kile contient de V’hémoglobine en abondance et des B. per- 
Jringens décelables & V’examen direct, 
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4° Les reins sont rouges et congestils, un peu augmentés 
de volume. 

5° Le foie est gros, marbré de taches irréguliéres, de couleur 
chamois, avec des suffusions hémorragiques. La coupe montre 
un tissu non homogéne. Alors que certaines portions sont 
macroscopiquement indemnes, sur d’autres zones apparaissent 
des lésions bulleuses incontestables, bulles en général petites, 
a la limite de la visibilité, mais donnant au foie l’aspect spon- 
gieux typique. 

IMistologie pathologique : Divers fragments du foie ont été 
prélevé et fixés au Morel-Dalous, au Bouin, au formol neutre. 

L’examen des coupes provenant de blocs différents a montré 
des lésions assez dissemblables : certaines de ces coupes mon- 
traient des aspects d’hépatite & B. perfringens, avec amas 
microbiens sans systématisation et lésions cellulaires impor- 
tantes et irréguliéres : hépatite que nous avons déja décrite 
dans des travaux antérieurs. 

D’autres coupes, au contraire, nous ont permis de mettre en 
évidence des lésions bulleuses en tous points analogues a celles 
que l’on observe dans les septicémies humaines. I] s’agit de 
bulles en général assez réguliérement arrondies, de taille 
variable, irréguliérement parsemées a l’intérieur du paren- 
chyme bépatique sans aucune systématisation dans le lobule. 
I,’examen a un fort grossissement montre que ces lésions bul- 
jeuses sont, a leur périphérie, tapissées d’un amas presque 
continu de B. perfringens dont l’abondance n’est, du reste, en 
aucune facon, en rapport avec la taille de la bulle. Le tissu 
hépatique au contact des bulles est trés irréguliérement lésé, 
tantot travées hépatiques et cellules paraissent peu touchées, 
tantét, au contraire, les travées sont extrémement disloquées. 
Les cellules présentent alors un protoplasma le plus souvent 
franchement acidophile et des lésions nucléaires importantes, 
hypertrophie nucléaire, ou, au contraire, pycnose. Parfois, 
enfin, et toujours sans systématisation par rapport aux bulles, 
on note de véritables plages acidophiles au niveau desquelles 
tout contour cellulaire a complétement disparu. 

Le squelette conjonctif, mis en évidence par les colorations 
appropriées, présente des réactions faibles. Il est le siége 
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dune infiltration discréte, de cellules mononucléées, mais en 
aucun point, de polynucléaires. A la périphérie des bulles, en 
particulier, l’infiltration est réduite au minimum et ne montre 
pas la moimdre tendance pyogéne. 

Les coupes présentent enfin a considérer des lésions que 
nous interprétons comme étant le primum movens de la 
bulle : il s’agit de petites embolies microbiennes trés irréguli®- 
rement disposées dans le parenchyme hépatique et de tailles 
trés inégales. Au niveau de certaines d’entre elles, le tissu hépa- 
tique est déja disloqgué par une petite production gazeuse qui 
dissocie ?embolus et le transforme en cavité irréguliére. Ici 
encore nous ne notons autour de cette lésion initiale qu’un 
trés faible processus de défense : il s’agit de petites zones 
de nécrose sans aucune tendance pyogéne. 

Conclusions : La technique expérimentale que nous venons 
de décrire nous a permis, aprés avoir échoué par tout autre 
moyen, de réaliser une hépatite bulleuse & B. perfringens chez 
animal. Notre expérimentation nous permet, croyons-nous, 
de conclure 

1° L’hépatite bulleuse & B. perfringens représente les lésions 
initiales d’une gangréne gazeuse métastatique viscérale rapi- 
cement mortelle. 

2° Elle parait nécessiter pour se produire un ensemence- 
ment direct du tissu hépatique, empruntant le systéme porte. 
Elle est & opposer aux autres hépatites microbiennes, par ense- 
mencement artériel, décrites par Fiessinger, sous le nom 
d’hépatites d’élimination. 
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